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生物 力 能 学 已 成 为 当今 生物 化 学 领域 中 的 一 门 重 要 学 科 。 本 书 详 
尽 地 介绍 了 这 一 学 科 的 基本 内 容 和 主要 研究 成 果 ， 并 对 所 涉及 的 物理 
化 学 定理 做 了 细致 的 解释 与 推导 。 书 中 令 述 深入 浅 出 ， 条 理性 强 ， 并 
辅 以 大 量 形 象 的 图 解 ， 从 而 将 生物 力 能 学 庞杂 的 知识 归纳 整理 得 清楚 
A. 它 不 仅 适 宣 理 科 院 校 生物 系 师 生 及 医学 院 师 生 阅读 ， 也 可 供 从 
事 有 关 研 究 的 科学 工作 者 参阅 ， 是 近年 来 关于 生物 力 能 学 的 一 本 比较 
系统 的 专著 。 


David G. Nicholls 
BIOENERGETICS 


An Introduction to the Chemiosmotic Theory 


Academic Press 1982 
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近 三 十 年 来 ,生物 力 能 学 已 经 成 为 生物 化 学 领域 中 一 个 
独特 的 学 科 . 这 个 以 Peter Mitchell 化 学 活 透 假说 为 主干 的 
学 科 虽 然 已 被 前 述 得 极为 详尽 ,但 是 对 于 大 学 生 或 一 般 生 物 
化 学 工作 者 来 说 ,要 领会 生物 力 能 学 研 论 文 仍 是 困难 的 。 这 
个 问题 在 很 大 程度 上 是 由 于 一 般 生 物化 学 教科 书 与 研究 论文 
之 间 相 互 脱节 而 造成 的 ， 孝 科 书 因 压缩 视 幅 对 这 一 课题 只 能 
略 加 描述 ,而 研究 论文 趋 于 高 度 专 业 性 , 且 通 常 是 有 争议 的 ， 
有 时 则 含糊 不 清 。 

本 书 打算 对 这 一 领域 进行 介绍 而 不 是 全 面 地 综述 。 由 于 
几乎 每 个 所 要 涉及 的 论题 上 都 存在 着 不 同 的 见解 ,因此 ,第 
一 ,我 只 能 按 生物 力 能 学 中 那些 我 觉得 流行 的 正统 观念 来 写 ， 
特别 要 以 化 学 渗透 假说 的 -中心 法 则 "一 一 能 量 转换 基于 质子 
电化 学 梯度 这 一 论点 作为 出 发 点 来 写 。 其 次 ,我 高 度 选 择 性 
地 使 用 参考 文献 ,为 了 便于 说 明 ,只 引证 易于 理解 的 综述 及 有 
限 的 原始 论文 。 通 过 那些 综述 文章 读者 可 以 接触 到 全 部 生物 
力 能 学 文献 书目 ,使 得 本 书 可 以 大 为 精简 。 我 希望 同行 们 会 
认识 到 这 样 选 择 原 始 文献 并 不 反映 科学 进程 。 

我 所 用 的 一 般 生 物化 学 知识 相当 于 目前 普通 生物 化 学 教 
科 书 的 水 平 , 故 本 书 的 对 象 是 四 年 级 大 学 生 、 研究生 及 一 般 研 
7 LEA. 

感谢 Abraham Tulp 和 TAB 的 漫画 。 第 2、4、5 、6 、 

7 章 前 面 的 漫画 是 经 《生物 化 学 动态》 (Trends in Bio- 
chemical Sciences) 杂志 人 允许 而 复制 的 . 
D. G. 尼 柯 尔 斯 
1981 年 9 月 XBiH 
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前 用 符号 缩写 表 


酷 酸 盐 

乙酰 醋酸 盐 

当 2 个 电子 由 底 物 经 过 呼吸 链 传递 将 1 个 “0"” 
(去 O:) 还 原 成 了:O 时 (无 单位 )( 第 4.6 节 ) ,被 磷 
酸化 为 ATE 的 ADP 的 分 子 数 

除了 较 普 遍地 表示 为 最 终 电子 受 体 而 不 可 能 是 
“O" 外 ,表示 为 ADP/O (无 单位 )( 第 4.6 节 ) 
细菌 叶绿素 

细菌 脱 镁 叶绿素 

见 F， 

与 细胞 液 " 接触 的 线粒体 内 膜 的 表面 (参见 M- 表 
面 ) 

叶绿素 

膜 或 一 个 膜 组 分 的 有 效 质子 传导 性 CAT, 

n mol 卫 * .min-1.mg 和 蛋白 -1.mV 质 子 电 化 学 电 
fi") 〈 第 4.5 节 ) 

二 硝 基 苯酚 (质子 移 位 体 ) 

双环 己基 碳化 二 亚 胺 

呼吸 率 ( 单 位 ,ma mol O.min-lmg 和 蛋白 -1) 
PH= 0 时 的 氧化 还 原 电 位 (单位 :mV)( 第 3.3 节 ) 
PH= 0 时 的 标准 氧化 还 原 电 位 (单位 ，mV) (第 
3.3 节 ) 


。 应 为 与 膜 间 间 阶 接 触 的 表面 ， 更 为 确切 一- 译 者 


Ey 

E, 

Ey ，,7 

Eas 7 
ETP, etp 


F 


FCCP 
Fe/S 中 心 


Fo 


在 特定 pH 下 的 实际 氧化 还 原 电 位 (单位 ，myV ) 
(第 3.3 节 ) 

中 点 电位 (在 特定 pP 联 下 的 标准 氧化 还 原 电 位 ) 
(单位 ，mV)( 第 3.3 节 ) 

pH= 7 时 的 实际 氧化 还 原 电 位 

pH= 7 时 的 中 点 电位 

电子 传递 颗粒 ( 亚 线粒体 颗粒 多 第 1.3 节 ) 

法 拉 第 常数 (0.0965kJ mol mV~ ); #AmV 
变换 为 kJ mole-1 时 , 乘 上 ”FE (483.347) 

痰 基 ， 氰 化 -对 -三 氟 甲 氧 基 葵 脖 ,质子 移 位 体 
一 种 含有 酸 不 稳定 非 血 红 素 铁 的 氧化 还 原 蛋 白质 
的 辅 基 (第 5.2 节 ) 

ATP 合 成 酶 的 一 个 部 分 (第 7.3 节 ) 


F,,CF,,TF, 分 别 为 线粒体 .叶绿体 及 耐 热 菌 的 全 IE 合 


C 

H 
H*+/ATP 
H*/O 


H*/2e- 


- Viii - 


成 酶 的 催化 部 分 (第 7.3 节 ) 
Gibbs 能 量 值 ( 第 3.2 节 ) 
SP {EL 


为 合成 一 个 分 子 的 ATP 而 流 经 ATP 合成 MAY 


质子 数 (无 单位 儿 第 4.4 节 ) 

在 2e- 由 底 物 迁移 到 氧 的 过 程 中 被 呼吸 链 所 移 位 
的 质子 数目 (元 单位 ) 第 4.3 节 ) 

除了 较 普 遍地 表示 为 需要 的 非 氧 最 终 电子 受 体 
外 ,表示 为 H*/O 


“一 个 光子 所 具有 的 能 量 (单位 ，kJ)( 第 3.7 节 ) 


质子 流 (单位 ，n mol Hetmin-lmg 和 蛋白 1) CH 
4.5 节 ) 
绝对 平衡 常数 (第 3.2 节 ) 
表 观 平衡 常数 (第 3.2 节 ) 


kD 

kJ 
M-# i 
NEM 
0; 
OSCP 
PC 
PEP 
Pi 
PMS 
PQ 
P/O 
P/2e 


千 道 尔 顿 ,1000 分 子 量 单 位 
千 焦耳 
线粒体 内 膜 与 基质 接触 的 表面 
N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 
+O, 
诊 霉 素 敏 感性 授予 蛋白 (第 7.2 节 ) 
质 体 花 青 (第 6.4 节 ) 
Br BR Has BE NA PR 
TE BER 
WW) eS Tint WS AR PS 
质 体 醒 
如 同 ADP/O 
如 同 ADP/2e- 


PS1,PSrr 叶绿体 光合 系统 (反应 中 心 )T 和 工 (第 6.4 节 ) 


最 Se 


q*/O 


q*/2e_ 


R 

RC 
SMP 

9 

cy 
TMPD 


反应 中 心 的 初级 光化学 组 分 

当 2e 通过 呼吸 链 由 底 物 传递 给 氧 时 , 跨 膜 传导 的 
电荷 数目 (第 4.3 节 ) 

如 同 q*XO， 但 更 普遍 表示 为 所 需 的 不 是 氧 的 最 后 
电子 受 体 

气体 常数 (=0.0083kJ mol-1 K-71) 
反应 中 心 (第 6.1 节 ) 

亚 线粒体 颗粒 

pi) 

按 开 氏 度 (K ) 的 绝对 温度 

a FR ee Me AS YA ,氧化 还 原 中 间 物 (第 5.9 节 ) 


UQ,UQH,UQH,,UQ,,UQ,,UQ, 氧化 型 的 、 半 柄 及 还 原 


型 的 泛 醒 , 写 在 Q 下 角 的 是 侧 链 中 异 成 间 二 烯 基 
的 数目 


AE, 


AE 357 


oft ef Joe FA EFA A A 2 Je PEF 8 (5853, 247) 
fe PH Z FF HB ZB SAK 电 
位 差 ( 单 位 ， mV)(3. 347) 
MARAE, fast pPH=7 (583. 359) 
Gibbs 能 量变 化 (单位 kJ mol )(453. 24%) 
基于 绝对 平衡 常数 的 标准 Gibbs 能 量变 化 (第 3.3 
节 ) 
基于 玫 观 平衡 常数 的 标准 Gibbs 能 量变 化 ;pH 等 
必须 是 特定 的 (第 3.3 节 ) 
“磷酸 化 势能 " 即 由 ADP 和 pi 合成 ATP 的 Gibbs 
fib Bt 25 1b, (253 . 357) 

1 BY AEG 
膜 两 侧 的 总 相 bulk phase 2 [a IijpH 2 (BM 
位 ) 
HY EAL 
被 膜 分 开 的 两 个 总 相 之 间 的 离子 X"+ 电 化 学 电位 
差 ( 第 3.4 节 ) 

被 膜 分 开 的 两 个 总 相 之 间 的 质子 电化 学 电位 差 
(单位 ， mV)( 第 3.4 节 ); 有 时 被 称 为 质子 运动 力 
(pmf) 

膜 电 位 ， 即 由 膜 分 开 的 两 个 总 相 之 间 的 电位 差 ( 间 
Mi. mV) (第 3 .4 节 ) 

“squiggle”, Heh em RS ME 
间 物 的 速记 符号 
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ITY: ¥ 


CC 
(J 


mene 


航 驶 向 化 学 渗透 新 世界 
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所 有 生物 化 学 反应 都 包含 能 量 的 变化 ， 所 以 “生物 力 能 
学 ”这 个 词 可 以 适用 于 整个 生物 化 学 学 科 。 但 是 生物 力 能 学 
家 只 倾向 于 研究 那些 特殊 的 、 发生 在 一 类 特定 膜 上 的 过 FB, 
过 去 三 十 年 中 ,生物 力 能 学 的 中 心 课题 是 研究 通过 底 物 的 氧 
化 作用 或 光 的 吸收 作用 而 产生 能 量 的 机 制 , 这 种 能 量 可 用 .来 
驱动 诸如 从 ADP 及 Pi 合成 ATP ,或 者 离子 跨 膜 积 聚 这 一 类 
Ei) (uphill) 反应 。 

尽管 有 某 些 ATP 是 在 可 溶性 酶 系 中 合成 的 ,但 是 绝 大 
部 分 ATP 的 合成 则 与 被 限制 在 特定 种 类 膜 上 的 那些 膜 结合 
酶 复 合体 (membrane-bound enzyme complexes) 相关 
联 。 这 类 “能量 转换 膜 包 括 简单 的 原核 细胞 (如 细菌 或 蓝藻 ) 
的 质 膜 ,线粒体 的 内 膜 , 以 及 叶绿体 的 类 面体 膜 \ 图 1.1) 。 虽 
然 这 些 不 同 的 膜 的 最 初 能 量 来 源 的 性 质 互 不 相同 ， 但 它们 合 
成 ATPE 及 运输 离子 的 机 制 却 是 紧密 相关 的 ,从 而 形成 了 一 个 
单独 的 研究 领域 : “能 量 转换 "或 "生物 力 能 学 `。 

能 量 转换 腊 具 有 若干 独特 的 性 质 。 每 一 种 膜 都 装配 有 两 
套 不 同 的 和 蛋白质。 其 中 一 套 通常 被 称 作 ATE 酶 , 它 能 够 催化 
ADP 和 Fi 上 向 "合成 ATE, 若 更 准确 些 应 称 它 为 AIE 合成 
酶 ,这 对 所 有 的 能 量 转 换 膜 来 说 都 是 共同 的 。 而 第 二 套 和 蛋白 质 
的 性 质 则 依 膜 的 最 初 能 量 来 源 而 定 ;在 线粒体 或 呼吸 细菌 中 ， 
它们 是 能 够 催化 电子 从 底 物 向 最 终 受 体 D， 下 向 ”(dowanh- 
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ill) 传 递 的 呼吸 链 ， 在 叶绿体 及 光合 细菌 中 ,这 套 蛋 白质 则 利 
用 吸收 可 见 光 光 于 来 得 到 能 量 (图 1.1). 
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图 1.1 能 量 转换 膜 


与 这 套 蛋 白质 装置 相关 联 的 “能 量 转换 中 间 物 "的 性 质 很 
SAME GEE. 多 年 来 对 于 能 使 气 化 作用 与 ATP 合 成 作用 相 
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偶 联 的 化 学 中 间 物 的 研究 一 无 所 获 ,以 致 它 的 不 确定 性 引 it 
了 这 样 的 说 法 : “人 们 不 是 被 完全 摘 糊 涂 了 ,而 是 没有 真正 理 
解 这 个 问题 。 正 是 在 这 个 关头 ,Peter Mitchell 提 出 了 化 学 
渗透 假说 “"(1961)。 在 假说 中 他 认为 ,唯一 的 -中 间 物 乃 是 跨 
膜 质子 梯度 。 一 场 在 化 学 假说 化 学 渗透 假说 及 其 他 种 种 假说 
的 拥护 者 间 的 激烈 辩论 随 之 而 起 ,长 达 十 五 年 之 久 ( 见 Boyer 
等 ,1977)。 因 此 ， 与 其 他 任何 相应 的 生物 化 学 理论 相 比 ， 化 
学 渗透 假说 经 历 了 更 为 严峻 的 考验 。 随 着 Feter Mitchell 荣 
获 1978 年 诺 贝 尔 奖 金 ， 这 个 假说 最 终 得 到 了 普遍 有 承认 〈 见 
Garland ,1978;Chappell, 1979), 


1.2 化 学 渗透 假说 


综述 Mitchell, 1961; 1966; 1968, 1979a; Greville, 
1969 


化 学 渗透 假说 的 中 心 法 则 指出 ,线粒体 .叶绿体 或 细菌 的 
电子 传递 链 都 是 通过 跨越 能 量 转换 膜 的 质子 电化 学 电位 
(proton electrochemical potential, Afy,)43 ATP HA 
BU FH (BS BR AY. 1 PPA i, Ee eR 
质子 梯度 与 平衡 态 的 差 ,这 将 在 第 3.4 节 中 予以 推导 。 电 子 传 
递 与 ATE 的 合成 分 别 由 各 上 自 的 可 道 质子 泵 来 催 动 .通过 电子 
传递 产生 的 Am 用 来 驱动 ATP- 水 解 质子 泵 ( 即 ATP BS, 
或 者 更 准确 地 称 之 为 ATP 合成 酶 ) 反 向 运行 , 也 就 是 朝 着 合 
成 AI 的 方向 运行 。 

因此 ,每 一 种 能 量 转换 膜 都 具有 两 类 质子 泵 ,一 类 是 通过 
电子 转移 或 捕获 光子 来 驱动 ,而 另 一 类 则 是 通过 水 解 ATP 来 
驱动 ( 正 向 运转 儿 图 1.1)。 这 两 类 和 泵 的 方向 相同 , 即 电子 沿 电 
手 传 递 链 的 “下 向 "传递 与 ATP 合 成 酶 的 "下 向 "水 解 ATP, 都 


。 


会 使 质子 按 照相 同 的 方向 跨 膜 移 位 (图 1.1)， 

图 1.2 解释 了 这 些 泵 如 何 被 用 来 不 断 地 合成 ATP。 假若 
安排 特定 的 条 件 , 只 让 ATP 合 成 酶 具有 活性 并 将 ATP 加 入 到 
细胞 器 中 ,那么 ,这 个 核 昔 酸 就 会 被 水 解 并 有 质子 被 泵 出 , 直 
至 进一步 水 解 ATP 所 产生 的 能 量 与 道 着 已 有 的 质子 梯度 进 
一 步 泵 入 质子 所 需 的 能 量 达到 平衡 为 止 (图 1.2b)。 如 果 这 种 
平衡 状态 由 于 去 除 ATP 而 被 破坏 的 话 ,那么 ATP 合 成 酶 就 会 
在 质子 梯度 的 驱动 下 反 转 过 来 并 沿 着 ATP 净 合 成 的 方向 运 
行 (图 1.2c)。 然 而 质子 梯度 消失 得 很 迅速 ,所 以 需要 第 二 类 质 
子 泵 来 不 断 地 维持 这 一 梯度 。 在 体内 ,ATE 不 断 地 被 细胞 液 
内 的 各 种 反应 所 消耗 ;同时 Apas 则 始终 由 呼吸 (或 光合 成 ) 电 
子 传递 链 来 补充 (图 1.2d)。 
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Bi.2 mec | 
这 种 质子 移 位 的 综合 作用 建立 了 跨越 能 量 转换 膜 的 质子 


a 


(a (1.3), 它 与 电路 十 分 相似 ,并 且 在 详尽 地 讨论 复 苦 的 
能 量 流动 (energy flows) 时 这 种 相似 性 仍然 适用 《上 见 第 4 
章 )。 如 同 在 电子 学 中 一 样 , 我 们 可 以 测量 势能 (质子 电化 学 
H, Afiu., 前 面 已 经 提 到 ) . RF (current of protons, 
Ji ) 以 及 质子 传导 性 (conductance of protons,CyH*), fq 
者 被 定义 为 流 经 某 组 分 的 质子 流量 除 以 跨越 这 一 组 分 后 的 势 
能 降 。 在 以 后 的 章节 中 ,我 们 常 要 用 到 这 些 参量 。 


pb .质子 回路 
。__ Si; (mv) 


图 1.3 ”质子 任 环 和 电流 循环 是 很 相似 的 。 两 者 都 有 势能 发 生 器 〈 分 别 为 电 
池 和 呼吸 链 ), 两 种 势能 (电位 差 和 质子 电化 学 势能 差 ) 都 是 以 伏特 CV) 或 毫 伏 
(mVY) 来 表示 的 ， 而 且 都 能 用 来 做 功 〈 点 灯 和 驱动 ATE 合 成 梅 ). 两 种 循环 都 能 
形成 短路 。 在 电池 和 在 呼吸 链 中 ， 化 学 转化 速率 都 是 与 循环 其 余部 分 的 电子 Ut 
和 质子 流 紧 密 相关 的 ， 这 些 又 依赖 于 这 部 分 的 电阻 .电位 随 电流 的 增加 而 下 降 . 


显然 ,为 了 防止 短路 , 膜 必 须 是 封闭 的 并 对 质子 具有 高 阻 
抗 ， 对 这 个 假设 十 分 有 利 的 支持 之 一 是 ， 许 多 氧化 作用 与 
ATP 合成 作用 的 解 偶 联 剂 都 是 通过 增加 膜 的 质子 通 透 性 , 引 
起 短路 而 起 作用 的 (图 1.3)。 为 了 能 使 带 有 负电 和 荷 的 代谢 物 进 
入 线粒体 带 负电 的 内 部 ,化 学 渗透 假说 还 包括 了 一 项 建议 : 存 
在 着 一 个 传送 系统 ， 代 沛 掀 可 与 质子 一 起 作为 中 性 物质 被 运 


fy ,或 者 与 OH 交换 而 输入 (Mitchel1，1961 ,1966)。 

关于 “化 学 渗透 假说 ”或 者 “Mitchell 理论 ”的 构成 , 有 
一 个 值得 重视 的 词义 的 混淆 。 在 本 书 中 化 学 渗透 “这 个 词 与 
上 述 的 化 学 活 透 假说 的 中 心 法 则 是 同一 含义 , 即 偶 联 作用 是 
通过 质子 电化 学 梯度 作为 中 间 媒 介 而 发 生 的 。 关 于 泵 作用 的 
精确 的 分 子 机 制 ,Peter Mitchell 等 人 还 提出 过 许多 辅助 假 
说 。 但 是 必须 强调 指出 ,中 心 法 则 的 正确 性 不 依赖 于 这 些 畏 
助理 论 的 前 途 . 


1.3 能 量 转 换 细胞 器 
1.3.1 线粒体 与 亚 线粒体 颗粒 


综述 Nedergaard 与 Cannon,1979 (制备 ) Munn, 
1974( 形 态 研究 ) ;Harmon 等 ,1974;DePierre 与 
Ernster,1977( 86% #42) 


在 超 薄 切片 中 ,典型 的 线粒体 的 外 观 如 图 1.4 所 示 。 线 
粒 体 一 般 为 0.7 一 1pwm 长 。 在 细胞 中 它们 的 形态 并 不 固 定 
且 经 常 变 化 。 而 且 线 粒 体 中 的 峭 的 外 观 也 十 分 不 同 , 不 仅 对 
从 不 同 组织 中 分 离 出 来 的 线粒体 是 这 样 ;甚至 对 同一 个 线 粒 
体 , 当 它 悬 浮 在 不 同 的 介质 中 时 也 是 如 此 . 

线粒体 外 膜 上 有 起 非特 异性 孔道 作用 的 蛋白 质 ,它们 人 允 
Wa BF 10,000D(〈 道 尔 顿 ) 的 溶质 通过 (Zalman 等 ， 
1980) ;线粒体 内 膜 则 具有 能 量 转换 功能 。 若 一 个 组 织 的 呼吸 
活力 较 高 , 则 从 该 组 织 分 离 出 的 线粒体 中 ,由 广泛 延伸 的 内 膜 
卷曲 而 成 的 峭 就 较 多 。 线 粒 体制 剂 经 过 磷 钨 酸 盐 负 染 , 于 其 
内 膜 的 基质 侧 (M 侧 ) ,可 以 观察 到 许多 球状 突出 物 , 它们 是 
ATP 合成 酶 的 催化 亚 基 。 参 与 三 羧 酸 循环 的 酶 都 位 于 基质 
中 , 仅 有 琥珀 酸 脱氧 酶 例外 , 它 结合 于 内 膜 的 M 侧 。 NAD 与 


w Re 


NADP. 的 基质 库 是 与 它们 在 细胞 质 中 的 库 分 开 的 ,然而 基质 
中 的 ADP 和 ATP 则 通过 腺 嗓 聆 核 背 酸 交 换 因 子 《adenine 
nucleotide exchanger) 与 细胞 质 相 联系 。 

线粒体 一 般 是 在 等 渗 的 蔗糖 溶液 中 经 过 和 缓 的 匀 浆 而 制 
备 的 ， 随 后 再 通过 差 速 离心 将 线粒体 与 细胞 核 、 细胞 雁 片 及 
微粒 体 ( 内 质 网 的 片段 ) 等 分 开 。 尽 管 这 种 方法 对 于 那些 象 肝 
_ 类 的 脆弱 的 组 织 比较 有 效 ,但 是 对 于 象 心脏 等 比较 坚韧 的 
组 织 , 则 必须 或 首先 要 与 蛋白 酶 (例如 nagarse) 一 起 保温 ,或 


a. KHAN 


代谢 物 载体 


五 ， 亚 线粒体 颗粒 


H+ 
ATP 


图 1.4 ”由 线粒体 得 到 的 制剂 


FH Sb PP LAGS Ne) Sh, 以 打 碎 肌纤维 ， 用 蜗牛 酶 消化 酵 母 
菌 细胞 壁 后 可 分 离 得 到 酵母 线粒体 

线粒体 经 超声 解 离 产生 内 翻 外 的 亚 线粒体 颗粒 (>MFs ) 
(图 1.4),， 也 叫 作 电子 传递 颗粒 《 卫 TEFs)。 因 为 它们 的 外 侧 表 
面 上 具有 呼吸 链 和 ATE 合 成 酶 二 者 的 底 物 结合 部 位 ,所 以 应 
用 十 分 广泛 ( 见 Lee，1979)。 


1.5.2 呼吸 细菌 及 有 关 制 剂 
综述 Kaback,1974;Konings,1979 


虽然 细菌 能 量 转换 作用 的 某 些 方面 可 以 用 完整 的 细菌 来 
研究 ,但 是 细菌 细胞 壁 ,特别 是 革 兰 氏 ( 染 色 ) 阴 性 细菌 的 细 站 
壁 , 却 会 引起 通 透 性 问题 。 由 于 这 个 原因 ,人 们 常常 使 用 经 过 
溶菌 酶 消化 去 除了 细胞 壁 的 球状 体 (sphaeroplast) (图 
1.5)， 球 状 体 的 内 含 物 以 及 方向 性 均 保 持 不 变 , 但 是 渗透 敏 
感性 提高 了 . 
假如 球状 体 在 极 高 的 压力 下 从 French 压力 器 (French 

press) 的 一 个 小 孔 中 挤 出 ,它们 就 会 形成 类 似 于 亚 线 粒 颗 粒 
AE (vesicle)。 反 之 ,球状 体 经 低 渗 溶 胞 作用 可 产生 保持 
原 有 极 性 的 空 膜 泡 圳 ( 258”, ghosts), BU BTIB AY“ Kabacko 
条 


1.3.3 叶绿体 
综述 Park 与 9ane，1971 


IH Sx AR FE a HY AE A ERR AS 植物 中 特 
Ay He BE ; FES A BY HE A 1 到 100 个 叶绿体 不 等 .叶绿体 
的 直径 为 4—1loum, BH 1—2um (图 1.6), 与 一 般 线粒体 相 
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图 1.5 ”由 呼吸 细菌 得 到 的 制剂 


比 要 大 得 多 。 它们 被 一 个 含 两 层 紧密 相对 的 膜 的 包 被 (enve- 
lope) 所 包 绕 ,内 膜 里 的 内 含 物 是 基质 (stroma)。 基 质 中 有 
许多 局 平 的 泡 襄 称 为 类 训 体 。 数 个 类 训 体 会 堆砌 在 一 起 于 特 
定 的 区 域 形 成 基 粒 。 类 襄 体 膜 上 含有 光合 成 色素 及 光合 成 电 
子 传递 载体 。 这 类 膜 是 能 量 转换 膜 , 而 且 光 可 以 引发 质子 注 
入 类 宫 体 的 内 部 空间 ， 叶 绿 体 的 ATP 合成 酶 就 结合 在 类 BE 
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体 膜 上 ,并 将 它 的 球状 突出 物 " 定 位 于 该 膜 面向 基质 的 一 侧 . 
由 光合 磷酸 化 作用 生成 的 ATPE 和 NADH ,被 用 在 基质 内 卡 
IK MEM (Calvin cycle) 的 固定 CO: 的 瞳 反应 中 。 

尽管 乍 看 上 去 叶绿体 的 样子 与 线粒体 十 分 不 同 , 实 际 上 
它们 唯一 的 形态 差别 是 ,与 线粒体 的 风 相 比 ,叶绿体 的 类 襄 体 
已 亏 它们 各 目的 内 膜 分 离开 ,结果 就 使 得 类 襄 体 空间 形 成 了 
各 目 独立 的 分 隔 间 ,而 不 是 象 " 峭 空间 "那样 与 线粒体 的 膜 间 
间隔 相连 . 

在 等 渗 的 蔗糖 或 山梨 糖 醇 溶 液 中 (溶液 为 pH8.0, 以 补偿 
由 于 酸性 液 泡 破裂 造成 的 酸化 ) ,将 叶子 温和 地 匀 浆 即 可 制 得 
叶绿体 。 经 纱布 过 滤 后 ,所 得 的 悬浮 液 先 以 慢 速 离心 除 去 碎 
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片 ,一 般 再 经 1, 000—2, 000g, 4 分 钟 的 离心 即 可 把 叶绿体 沉 
淀 下 来 。 用 这 种 制备 方法 得 到 的 叶绿体 具有 上 用 乎 完整 的 内 膜 
和 外 膜 ( 完 整 叶绿体 ). 由 于 保存 了 基质 ,所 以 它们 显示 了 高 效 
率 的 CO 固定 作用 ,但 是 因为 那些 完整 的 膜 阻 止 多 种 底 物 及 
MilWSREAR MLE, 故 它 们 在 生物 力 能 学 研究 中 用 
途 有 限 . 

在 0.35 mol/L 氯 化 钠 溶液 中 制备 的 叶绿体 , 其 内 .外 膜 
都 受到 损伤 (破损 的 叶绿体 ), 不 能 固定 CO， ,但 允许 底 物 和 抑 
制剂 接近 类 襄 体 . 


1.3.4 光合 组 菌 与 载 色 体 
综述 Clayton 与 9istrom,1979 


绿色 细菌 .紫色 细菌 〈 紫 色 菌 ) 以 及 蓝 细 菌 (cyanobac- 
teria， 或 称 作 蓝 营 ) 这 三 种 原核 生物 可 以 催化 光合 成 电子 
传递 。 紫 色 菌 分 为 两 类 , 即 红 螺 菌 科 (Rhodospirillaceae) 
《或 无 硫 的 ) 与 红 硫 菌 科 (Chromatiaceae) (RAMA). 。 蓝 
细菌 进行 非 循 环 电 子 传 递 ( 见 第 6.4 节 ), 它 利用 责 :O 作为 电 
子供 体 ,在 这 方面 与 叶绿体 相似 。 在 其 余 几 组 中 ,紫色 菌 研究 
得 较 详 尽 , 有 两 点 使 得 它们 很 适宜 用 于 生物 力 能 学 研究 。 首 
先 , 对 细胞 的 机 械 性 破坏 (例如 在 法 国 式 压力 器 中 ,在 高 压 下 
将 细胞 悬浮 液 挤 过 纤细 的 小 孔 ) 能 使 内 膜 突 出 出 来 而 形 成 一 
种 叫 作 载 色 体 (chromatophores) Mth WS A a CA 
1.7)。 载 色 体 保留 了 光合 成 能 量 转换 的 能 力 并 具有 与 亚 线 粒 
体 颗 粒 相 同 的 取向 。 它 们 可 作为 研究 电子 传递 与 化 学 渗透 能 
量 转 换 作 用 的 基础 单位 .紫色 菌 的 第 二 个 优点 是 , 它 的 反应 中 
心 ( 主 要 光化学 复合 体 ) 易 于 分 离 ( 见 第 6.2 FF), 

除 这 些 细菌 外 , 嗜 盐 菌 进行 一 种 独特 的 依赖 光 的 能 量 转 
换 作 用 ,在 该 作用 中 ,一 种 单一 蛋白 质 , 细 菌 视 紫 红 质 (bacte- 
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riorhodopsin) 作 为 光驱 动 质子 泵 ( 见 第 6. 647), 
ar KAR 


‘ are 


~ »& - 
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细胞 破碎 
例如 ， 氧 化 铝 研 磨 


则 .。 RAK 


KJ 


图 1.7 “由 光合 细菌 得 到 的 制剂 
1.3.5 重组 体系 


综述 Kagawa,1972;Racker,1975 


化 学 渗透 理论 的 基本 特征 用 是 认为 氧化 磷酸 化 作用 可 以 
功能 上 及 结构 上 分 为 氧化 . 质子 移 位 与 磷酸 化 以 及 质子 移 位 
复合 体 ， 同 时 对 于 光合 磷酸 化 作用 也 应 有 可 能 进行 类 似 的 剖 
i. 质子 移 位 复合 体 经 纯化 后 必须 进而 被 重新 嵌入 到 人 工 合 
成 的 .封闭 的 膜 上 ,以 便 观 察 质 子 移 位 作用 .这 种 “重组 "具有 双 
重 价值 。 首 先 , 它 可 以 检验 化 学 渗透 理论 的 各 个 方面 (是 否 所 
有 的 能 量 转换 复合 体 都 和 泵 出 质子 ”是 否 每 个 复合 体 都 作为 一 
不 自主 单位 泵 出 质子 ,或 者 仅仅 当 它们 与 一 个 假设 的 质子 泵 
一 起 分 离 出 来 时 才能 泵 出 质子 。)。 其 次 , 它 还 可 以 确定 作为 
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研究 泵 机 制 开端 的 最 小 功能 单位 , 

这 些 复合 体 是 在 无 变性 作用 去 拆 剂 中 增 溶 洲 解 后 被 分 离 
的 〈 见 第 5.5 节 )。 它 们 可 以 被 重组 到 各 种 合成 膜 结 构 中 【图 
1.8)。 将 这 些 复 合体 与 磷脂 一 起 超声 可 得 到 单 层 壁 的 微 泡 或 
称 脂 质 体 ( 图 1.8b)。 或 者 用 另 一 种 胆 酸 盐 透析 法 , 即 在 胆汁 盐 
类 胆 酸 盐 的 存在 下 ， 复 合体 与 磷脂 的 悬浮 液 被 透析 以 便 逐 步 
降低 去 垢 剂 的 浓度 ,导致 多 层 脂 质 体 的 形成 (图 1.8a). 还 可 以 
将 脂 质 体 融合 到 平面 脂 双 层 膜 上 以 便 直 接 测 定 电位 (Dac 
hev 等 ,1974; 图 1.8d) ,或 者 可 在 征 孔 滤纸 上 形成 平面 状 脂 双 
层 膜 (Skulachev ,1976;Blok 等 ,1977 ;图 1.8c)， 


(a) 胆 酸 盐 透 析 ， 复 合体 与 天 然 或 人 
工 合成 磋 脂 一 起 悬浮 在 胆 酸 盐 
acid 溶液 中 ， 通 过 透析 缓慢 地 除去 去 

垢 剂 。 多 层 脂 质 体 自行 形成 。 


(b) 超声 ， 复 合体 和 磷脂 在 没有 去 垢 


> C > conte 


b 
ue (c)“ 微 孔 "- 支 撑 双 分 子 层 , ER 
了 本 的 微 孔 上 形成 含有 嵌入 的 复合 体 
的 双 分 子 层 膜 ， 可 得 到 总 面积 很 
大 的 平面 膜 。 


<S (d) 脂 质 体 与 黑 脂 膜 直接 融合 ， 可 以 
9 直接 测量 电位 。 


图 1.8 某 些 质子 移 位 复合 体重 组 体系 
重组 后 的 复合 体 的 取向 会 出 现 一 些 问题 。 有 时 曲率 高 的 
蜡 影 响 嵌 入 的 蛋白 质 取 向 一 致 ,但 通常 它们 的 嵌入 是 随机 的 ， 
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为 了 防止 复合 体 在 彼此 相反 的 方向 上 工作 ,所 有 的 底 物 必须 
是 不 通 透 ( 双 分 子 层 ) 的 ,以 便 只 有 那些 底 物 结合 部 位 朝 外 的 
复合 体 才 表现 其 功能 . 


1.4 化 学 渗透 假说 的 背景 


ie Mitchell, 1966,1968,1976b,1979a,b; Greville, 
1969 


本 节 意 在 简要 概述 化 学 渗透 假说 最 初 发表 (Mitchell, ~ 
1961) 的 几 年 中 ,这 一 假说 与 其 他 能 量 偶 联 假 说 间 的 关系 。 这 
样 处 理 存 在 着 两 个 问题 :第 一 , 它 以 生物 力 能 学 背景 知识 为 先 
决 条 件 ,所 以 这 一 领域 中 的 初学 者 大 概 宁 愿 先 略 去 这 一 节 , 直 
到 对 (生物 力 能 学 ) 概 念 比较 熟悉 时 再 来 读 它 ， 第 二 ， 许 多 已 
具备 必要 背景 知识 的 读者 ， 则 很 可 能 不 同意 作者 对 这 一 混乱 
时 期 的 解释 .无论 如 何 ， 本 文 最 终 还 是 保留 了 Greville 关 于 
经 典 的 化 学 渗透 假说 的 详尽 研究 (Greville,1969)。 

到 了 六 十 年 代 初 期 ,在 线粒体 内 除了 重要 的 能 量 转 换 中 
闻 物 尚未 鉴定 出 外 ,主要 的 能 量 转换 途径 都 已 确立 ( 见 Erns- 
ter 与 Lee,1964) .因而 任何 假说 都 能 与 一 些 基础 观察 相 吻 合 ; 

(a) 呼 吸 链 (或 "电子 传递 链 ") 是 一 个 电子 载体 的 线性 序 
列 , 具有 三 个 分 开 的 区 域 , 在 那里 氧化 还 原 能 量 可 以 在 ATP 
合成 作用 中 贮存 起 来 。 

(b) 呼 吸 作用 的 速率 受 ATP 需 求 量 的 控制 (呼吸 控制 )。 

(c) 呼 吸 作用 与 ATP 合成 间 的 偶 联 可 以 被 一 组 称 作 “ 解 
_ PERF” (uncoupler) 的 试剂 所 破坏 。 这 些 试剂 消除 了 呼吸 
控制 ( 即 在 没有 ATP 合 成 的 情况 下 激发 呼吸 作用 ) 外 , 并 使 线 
粒 体 催化 ATP 迅 速水 解 (“ 解 偶 联 剂 激活 的 ATP 酶 ")。 


(d) 抗 苗 素 寡 霉 素 ( 第 7.2 节 ) 不 仅 抑制 ATP 合 成 ， 而 且 抑 
制 解 偶 联 剂 激活 的 ATPE 水 解 。 

(e) 来 源 于 呼吸 作用 的 能 量 ,不 仅 可 以 与 ATP 的 合成 相 
偶 联 ,也 可 以 与 Ca2 的 积累 以 及 NAD- 和 NADE 的 还 原 相 
偶 联 ， 尽 管 这 两 个 过 程 都 是 需 能 的 。 

(1 在 厌 氧 线粒体 中 , 当 这 些 过 程 能 被 解 偶 联 剂 以 及 朝 FG 
索 一 起 抑制 时 ,可 以 通过 ATP 的 水 解 来 驱动 它们 。 

这 些 能 量 转换 途径 (图 1.9a) 可 以 通过 假设 一 个 共同 的 能 
量 转换 中 间 物 波纹 曲线 ~” “squiggle” ) 更 合理 地 说明。 有 
关 这 种 中 间 物 的 唯一 先例 是 来 目 糖 酵 解 和 由 甘油 醛 -3- 磷酸 
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图 1.9 线粒体 的 能 量 转换 途径 


脱 氢 酶 和 磷酸 甘油 激酶 所 催化 的 底 物 水 平 磷酸 化 (图 1.10) , 
在 该 反应 中 氧化 还 原状 态 的 改变 导致 形成 具有 负 的 高 水 解 
Gibbs 能 量 的 磷酸 键 , 即 所 谓 的 “高 能 键 ”的 形成 。 它 将 被 转 
移 到 ADP 上 . 为 了 使 “化 学 偶 联 "适合 于 线粒体 , 需要 有 两 个 
附加 步 又 ,一 是 允许 三 个 “磷酸 化 部 位 "都 产生 共同 的 中 间 物 ， 
二 是 解释 某 些 不 依赖 于 磷酸 的 能 量 转换 途径 (图 1.10)。 随 后 
由 于 发 现 了 线粒体 能 积累 一 些 阳 离子 如 Ca2+ ,使 得 比较 简单 
的 公式 也 相当 繁杂 了 ( 见 第 8.4 节 )。 为 此 ,必须 提出 波纹 曲线 
驱动 的 阳离子 泵 (图 1.11c) ,或 是 随 着 对 于 依赖 呼吸 作用 的 质 
子 运动 增加 的 信息 (图 1.11lb), 提 出 波纹 曲线 驱动 的 质子 泵 。 


a . 糖 醇 解 中 的 底 物 水 平 磷酸 化 


NAOT NADH ADP ATP 
CHO coo) - COO” 
人 CH2GHEE 二 CH2OH 
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b. 氧化 磅 酸化 作用 中 的 很 设 的 化 学 偶 联 
A ea oh. SBay) I= Agy~I + Bina 
Bowl +X = AG ot OX! 
Xv + Pio X~P + UI 


Xx~P + ADP —=——. XxX, +. ATP 
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图 1.10 通过 化 学 偶 联 合成 ATP 


a、 化 学 渗透 
PF IR Ht <> iF BER <> ATP 


阳离子 移 位 作用 
b .化 学 中 间 物 驱动 的 质子 和 泵 
呼吸 链 < 和 < 一 > X~[ < 一 > 人 ATP 
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阳离子 移 位 作用 
.化 学 中 间 物 驱动 的 质子 取 
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阳离子 移 位 作用 


质子 移 位 作用 
图 1.11 呼吸 作用 .阳离子 移 位 作用 和 质子 移 位 作用 之 间 的 相互 关系 图 解 


对 化 学 假说 ”的 验证 ,取决 于 一 个 或 多 个 所 谓 高 能 中 间 
物 ”的 鉴定 与 分 离 ,对 此 一 般 并 无 异议 。 但 是 ,尽管 假说 已 事 
先 预言 到 会 有 三 种 中 间 物 是 呼吸 链 组 分 (如 NAD-” 或 细胞 色 
素 ) 的 衍生 物 ,而 且 似乎 是 经 得 起 光谱 检验 的 ,可 是 除了 一 些 
无 关 的 东西 之 外 ,并 没有 任何 中 间 物 被 真正 鉴定 出 来 。 

化 学 渗透 假说 并 不 是 来 源 于 氧化 磷酸 化 作用 ,而 是 来 源 
于 Mitchell 早 期 关于 跨越 细胞 膜 的 “主动 运输 "机 制 的 研究 工 
作 ,特别 是 关于 看 起 来 无 方向 性 的 化 学 反应 如 何 产生 一 种 定 
向 的 跨 膜 移 位 作用 。 Mitchell 提出 ,运载 蛋白 (transport 
protein) 具有 这 样 一 种 结构 ,使 底 物 和 产物 必须 沿 着 特定 途 
径 接近 或 者 离开 催化 部 位 (图 1.12).。 在 图 1.12a 的 假设 的 例子 
中 , we GME SEMI" P” 穿越 蛋白 质 , 从 ATP 到 “S” 作 定 向 转移 。 


”名 。 


a ae | 


Mitchell 命名 这 一 过 程 为 “定向 基 团 移 位 作用 ”(vectorial 
group translocation)。 图 1.12b 给 出 了 一 个 更 为 复杂 的 
例子 ,其 中 催化 2 丽 * 十 2e -从 还 原 态 底 物 AHs: 向 B 转移 的 蛋白 
质 ,具有 可 以 使 质子 与 电子 沿 着 不 同 通路 离开 的 结构 。 这 事实 
上 是 关于 质子 经 呼吸 链 移 位 的 Mitchell 模型 的 基础 。 在 一 个 
包括 两 个 部 分 的 回路 中 ,电子 从 给 体 A 向 受 体 B 转移 ,在 第 一 


a .磷酸 基 “ P” 从 ATP 向 “S” ( 底 物 ) 的 定向 转移 
( 按 Mitchel1 和 Moyle，1958) 


图 !.12 “假设 的 定向 基 团 移 位 模型 


部 分 中 ,A 孔 :中 的 2H( 或 更 为 正确 些 ,2H+ 十 2e-) 结 合 在 辅 基 
如 FAD 上 ,第 二 部 分 由 如 铁 硫 中 心 (第 5,2 节 ) 等 纯 电 子 运 载 
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辅 基 组 成 。 当 2H* -载体 把 电子 传递 给 电子 载体 时 , 多余 的 
质子 就 会 按照 一 定 的 方向 被 释放 到 膜 的 一 侧 (图 1.12)。 化 学 
渗透 为 离子 和 代谢 物 依 赖 能 量 的 跨 膜 运输 提供 了 一 个 现成 的 
解释 . SNE HASH JE BIB HY CEL BE 与 基 团 移 位 反应 的 代谢 
相关 联 ) ,或 者 征 人 次 级 的 (通过 利用 初级 反应 产生 的 电 化 学 樟 
度 而 与 之 间接 关联 六 见 图 1.13)。 


图 1.13 大 肠 杆菌 吸 收 及 - 半 乳糖 苷 的 化 学 渗透 图 解 


Mitchell 曾 强 调 (1961) 将 电子 流 偶 联 于 质子 移 位 的 模 
型 并 非 新 东西 ,可 以 追溯 到 二 十 世纪 40 年 代 《 见 Lundegar- 
dh 1945, A1.14). Mitchell 1961 年 假说 的 新 颖 之 处 在 于 提 
出 了 线粒体 与 光合 膜 的 ATP 合 成 酶 同样 也 可 以 转移 质子 , 这 
样 就 能 利用 电子 传递 产生 的 Adin. 去 驱动 ATPE 的 合成 〈 图 
1 15), 

与 化 学 渗透 假说 同时 , Williams(1961) 提 出 了 一 个 假设 
的 偶 联机 制 ,也 包括 了 质子 及 电荷 的 分 离 。 但 是 在 他 的 理论 
中 ,质子 被 限制 在 膜 内 只 是 间接 地 和 溶液 本 体 相 关 联 ( 综 述 
见 Williams,1976, 1978a)， 这 两 位 作者 未 能 就 两 个 假说 应 
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图 1.14 质子 经 电子 传递 链 移 位 的 假说 


得 到 的 正确 的 历史 优先 权 问 题 取得 一 致意 见 (GL Mitchell, 
1977, Williams, 1978b), 

Hi Mitchell 所 提出 并 发 展 了 的 化 学 渗透 假 说 始终 与 基 
团 定向 移 位 作用 的 概念 密切 相关 。 在 定向 移 位 作用 中 ,呼吸 
链 中 的 蛋 和 白质 作 为 辅 基 的 载体 及 在 限制 定向 途径 上 的 作用 都 
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是 十 分 被 动 的 。Boyer(1965) 首先 提出 了 关于 在 氧化 还 原 过 
程 中 蛋白质 的 构象 可 以 改变 ,而且 ATP 酶 也 可 以 发 生 类 似 构 
象 变化 的 概念 。 由 于 最 初 提出 时 ,这 个 构象 理论 假设 在 氧 
化 和 还 原作 用 中 呼吸 链 中 的 构象 改变 直接 传递 给 最 接近 的 
ATP 合成 酶 ,后 者 所 产生 的 “应力 ` 提供 了 合成 AIE 所 需 的 
FER, 这样 就 不 存在 质子 电化 学 梯度 的 作用 。 尽 管 这 个 直接 
构象 偶 联 假说 未 能 经 得 起 时 间 的 考验 ( 见 Boyer 等 ,1977) ,但 
是 它 着 重 于 质子 移 位 作用 的 分 子 机 制 中 蛋白 质 构 象 改 变 这 一 
点 ,作为 基 团 移 位 作用 的 替代 物 得 到 本 更 多 的 支持 。 


a. 1H*/ATP 
| -  ADP+Pi ATP +H* 


Ht HzO 


b. 2HYATP 
ADP+Pi ATP+2H*. 


yor 


2H® Hz 


图 1.15 ATPERBHERMRAS Re 
(Mitchell, Greville iE, 1969) 


化 学 渗透 假说 对 生物 力 能 学 者 巨大 的 吸引 力 , 在 于 它 使 
人 们 立即 联想 到 许多 实 驻 都 可 以 用 来 验证 这 一 假说 。 结 果 出 
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现 了 三 个 主要 的 互相 独立 的 辩论 。 首 先 , 中 心 法 则 是 否 正确 ， 
质子 电化 学 梯度 是 否 必 要 并 足以 进行 能 量 转换 作 用 ? 其 次 ， 
质子 回路 是 象 Mitchell 记 说 的 离开 了 原 位 到 达 本 体 溶液 或 
是 在 各 个 呼吸 链 及 ATP 合成 酶 复合 体 之 间 存 在 着 局 部 的 质 
子 微 回路 , 即 更 与 Williams 的 建议 相 接近 。 第 三 , 在 质子 移 
位 的 分 子 机 制 中 ,定向 基 团 移 位 作用 与 蛋白 质 构 和 象 变化 各 有 
何 重 要 性 ? 

”Mitchell 为 质子 电化 学 偶 联 中 心 法 则 的 实验 验证 准备 
了 四 项 基本 的 必要 条 件 ,一 些 较 重要 的 实验 将 在 这 里 简要 地 
予以 回顾 ,更 为 完整 的 论述 可 在 Greville(1969) 或 Mitchell 
《1976b) 的 文章 中 找到 。 

(i) 呼 吸 电 子 传递 链 和 光合 电子 传递 链 能 够 转移 质子 
最 早报 导 在 “破损 的 "叶绿体 制剂 中 存在 着 依赖 能 量 的 质 

子 移 位 作用 (Neumann 和 Jagendorf， 1964), Mitchell 和 
MoYle(1965, 1967a) 通 过 向 无 氧 线 粒 体 巧 液 中 瞬时 间 加 入 少 
量 的 ,并 追踪 介质 的 酸化 作用 证 明了 线粒体 的 质子 移 位 作 
用 。 低 浓度 的 解 偶 联 剂 加 速 缺 氧 作 用 (anoxia) 后 质子 梯 
度 的 崩溃 。 发现 质子 逐 出 的 化 学 计量 与 质子 移 位 作用 中 是 一 
致 的 ( 即 每 个 循环 2H*/2e-) 见 第 5.4 节 )。 在 连续 呼吸 作 用 
过 程 中 发 现 了 高 于 200myY 的 Ama+(Mitchell 和 Moyle,1969a， 
第 4.2 节 ) 在 反 转 了 的 亚 线粒体 颗粒 中 质子 移 位 作用 的 方 
向 是 相反 的 (Mitchell 和 Moyle，1965)。Skulachev 和 他 的 
同事 们 证 明 (Skulachev 等 ,1970) ,线粒体 能 够 利用 质子 梯度 
积累 多 种 人 工 合成 的 亲 脂 阳离子 Cipophilic cations), 而 
具有 相反 极 性 的 亚 线粒体 颗粒 和 载 色 体 则 积累 相应 的 阴 离 
子 。 由 于 线粒体 不 太 可 能 演化 出 一 种 特异 于 这 些 合成 离子 的 
能 量 驱 动 离子 泵 , 故 表明 那 种 阳离子 和 (图 1.11c) 是 不 可 能 
的 。 最 后 ,关于 纯化 的 咱 吸 复合 体 在 重组 体系 中 具有 独立 的 


RFR AB SCL 5.5 节 ) ,证 明 它 们 和 另 一 种 “一 ” 驱 
动 的 一 般 质 子 泵 化 学 假说 是 不 一 致 的 ( 兄 图 1 .11cy: 

(ii)ATP 合 成 酶 应 当 具 有 双向 质子 移 位 ATIE 酶 的 功能 

向 无 氧 线 粒 体 悬 液 中 加 入 少量 的 ATP 后 即 会 引起 质子 
释放 ， 随 后 释放 作用 又 缓慢 地 衰减 ， 但 是 能 被 解 偶 联 剂 加 速 
(Mitchell 和 Moyle ,1968)。 纯 化 后 重组 的 AITERE 合成 酶 催化 
相似 的 质子 移 位 作用 (Kagawa 等 ,1973; 见 第 7.4 节 六 丰 了 PE 的 
水 解 能 够 保持 Apa+ 在 200mV 以 上 (如 Nicholls ,1974) ,而 人 
工 势 能 则 可 以 驱动 ATP 的 合成 (Jagendorf 和 Uribe, 1966), 

(iii) 能 量 转换 膜 应 具有 低 效率 的 质子 传导 性 

在 合成 的 脂 双 分 子 层 膜 上 引起 质子 通 透 性 的 试剂 间 时 能 
够 使 线粒体 解 偶 联 ,从 这 一 平行 反应 可 以 推 知 腊 具 有 低 的 质 
子 通 透 性 ，Mitchell 和 Moyle(1967b) 遥 过 跟踪 加 六 HCl1 所 
形成 的 pH 梯度 在 质子 进入 线粒体 基质 时 的 消减 速率 ,更 为 直 
接地 测定 了 质子 通 透 性 。 

Civ) 能 量 转 换 膜 应 具有 特异 的 交换 载体 以 多 许 代谢 物 通 
过 膜 ,而 且 在 高 膜 电 位 之 下 仍 能 保持 涂 透 稳定 性 

阴离子 如 琥珀 酸 盐 .Pi、 丙 二 酸 盐 以 及 Na 等 可 以 加 速 
呼吸 作用 突 发 后 Ap 蔬 的 减少 (Mitchell 和 MoYle,1967b), 3X ~ 
表明 阴离子 可 以 随 质子 一 起 被 运输 Na* 则 与 质子 交换 Cha- 
ppell EH |Aj 8 (Chappell#ilCrofts, 1966;Chappell#j Haa- 
rhoff, 1967; Chappell, 1968)#R]343EMFRARAAE RE 
WAKER TASS AA FERRE RA'P 
阴离子 主要 是 以 与 质子 一 起 被 运输 或 者 与 它 种 阴离子 相交 换 
这 种 不 带电 荷 的 形式 被 运输 的 ( 见 第 8.3 节 六 同时 见 Mitcaell 
和 Moyle(1969b ). 

关于 化 学 渗透 假说 的 第 二 个 辩论 涉及 的 范围 , 即 质子 回 
路 的 定 域 不 受 膜 的 约束 而 到 达 总 相 (bulk phase), 一 些 工作 
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者 (例如 Rottenberg,1975, Kel1,1979) 根 据 有 时 可 以 观察 到 
的 在 呼吸 作用 和 Apa+ 之 间 关 系 上 的 差 间 ,提出 了 局 部 质子 回 
路 (local proton ecifcuits)。 然 而 也 存在 相反 的 争论 ,支持 
质子 回路 不 受 整 个 能 量 转 换 细胞 器 的 限制 ,例如 单 分 子 的 质 
FB RIK (gramicidin, 见 第 2.5 节 ) 对 整个 叶绿体 
产生 可 检测 到 的 解 偶 联 作用 (Junge 和 Witt, 1968) ,而 在 嗜 盐 
菌 (halophilic bacteria, 见 第 6.6 节 ) 中 ,细菌 视 紫 红 质 泵 集 
牛 于 膜 的 某 一 区 域 是 与 ATP 合成 酶 复合 体 相 分 离 的 。 陀 & 
争论 的 继续 ,本 书 将 借助 Occam 的 剃刀 ,采纳 较 简 单 的 不 受 
限制 的 解释 。 

第 三 个 是 关于 分 子 机 制 的 辩论 , 仍然 是 悬而未决 并 将 继 
续 下 去 ,直到 我 们 能 象 目 前 了 解 血 红 和 蛋白 的 氧 合作 用 反应 那 
样 细致 地 研究 了 呼吸 链 复合 体 的 氧化 作用 和 还 原作 用 。 在 质 
子 排出 作用 的 化 学 计量 和 氧化 还 原 载 体 的 顺序 两 个 方面 ， 
‘Mitchell 的 基 团 移 位 机 制 都 作 了 严格 的 要 求 ( 见 第 4.3 节 和 
5.4 节 )。 目 前 (1981 年 ) 有 一 种 倾向 , 即 与 那些 在 线粒体 电子 
传递 链 和 ATE 合 成 酶 机 制 领域 工作 的 人 们 相 比 ,研究 细菌 和 
-光合 磷酸 化 作用 的 工作 者 们 更 为 支持 基 团 移 位 (理论 )。 

然而 必须 再 次 强调 的 是 ,中心 法 则 有 着 坚实 的 实验 基础 ， 
它 也 将 是 本 书 的 其 余部 分 的 基础 。 
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2 跨越 能 量 转换 膜 的 离子 运输 
让 只 二 音 


化 学 渗透 假说 的 出 现 使 人 们 考虑 离子 运输 过 程 的 方式 有 
了 一 个 较 大 的 变化 。 起 初 它 被 看 作 是 一 种 第 二 级 现象 , 随 着 
依赖 于 能 量 的 离子 运动 被 归于 能 量 转 换 作 用 的 支 路 ,关于 离 
子 运 输 的 研究 就 成 了 生物 力 能 学 的 一 项 中 心 课题 。 特 别 是 能 
够 把 离子 载体 及 脂 溶 性 离子 在 能 量 转 换 膜 上 的 作用 与 它们 在 
无 蛋白 的 人 工 脂 双 分 子 层 膜 上 的 作用 相互 联系 起 来 ， 这 是 与 
跨 膜 电位 (trans-membrane potential) 在 能 量 转 换 作 用 
中 的 主要 功能 相 一致 的 。 本 书 讨论 膜 的 基本 渗透 性 质 及 离子 
载体 在 离子 渗透 中 引起 的 特异 附加 途径 的 作用 。 


2.2 能 量 转换 膜 的 结构 
综述 Depierre 和 Ernster,1977 


膜 结 构 的 流动 - 久 舱 模型 (fluid-mosaic model,Singer 
和 Nicolson,1972) 很 适 于 解释 能 量 转换 膜 的 性 质 《〈 图 
2 .1)。 在 这 个 模型 中 绝 大 多 数 磷 脂 将 其 极 性 头 部 基 团 置 于 
两 侧 与 水 相 的 交办 面 而 排列 成 双 分 子 层 。 根 据 膜 蛋白 埋 在 双 
分 子 层 朴 水 核心 中 的 深度 ,它们 可 以 是 界面 性 的 《外 部 的)， 
或 是 整体 性 的 (内 部 的 ) , 某 些 整体 性 蛋白 质 穿 过 膜 ,允许 蛋白 
质 催化 的 运输 作用 路 膜 进行 。 本 章 将 强调 由 和 蛋白质 催化 的 运 
输 和 跨越 双 分 子 层 区 域 的 运输 之 间 的 区 别 。 
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FR EF ht SN — PR EG ER EO 浮 
ACES A MR “ki”, (RRR TE AY 比 率 
i CTEROBLR Py RE ERE HIRI 50% NARA a 25%, 
FSG 25 Mo), FETA BOR, MAF RAS 膜 的 
60%. 

能 量 转换 膜 也 倾向 于 具有 不 同 的 类 脂 组 份 : 线粒体 内 膜 
HF 10 9 EX HB Je: Ly BEA ; MY SRA SE AS MAL Ag 1 OM BAH JE EE 
FLARE FL BE (40 % ) . 硫 脂 ( 4 匈 ) 和 光合 成 色素 (40 驳 )。 尽 
管 类 脂 组 成 不 同 ,但 是 不 同 膜 的 脂 双 分 子 层 区 域 的 天 然 渗 iG 
性 及 由 离子 载体 诱导 出 的 渗透 性 却 十 分 相似 ,这 足以 证 明 在 
能 量 转换 上 膜 和 人 工 脂 双 层 膜 制剂 间 的 互相 推论 是 正确 的 。 然 
而 ,不论 是 在 一 定 的 细胞 器 中 还 是 在 各 个 组 织 中 ,都 可 以 有 独 
特 的 蛋白 质 催 化 的 运输 。 例 如 鼠 肝 线粒体 内 膜 具 有 一 些 蛋 上 
质 催化 的 运输 特性 ,是 鼠 心 脏 线粒体 所 没有 的 ( 兄 第 8.3 节 记 
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双 分 子 层 运输 蛋白 质 催化 的 运输 
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图 2.1 Rake 
流动 - 饼 获 模型 的 一 个 推论 是 运输 可 以 通过 膜 的 双 分 子 层 区 , 也 可 以 经 过 蛋 
白质 。 这 两 种 模式 的 特性 截然 不 同 。 


2.3 离子 运输 的 途径 


离子 的 跨 膜 运输 不 仅 宕 妥 途 径 ,而 且 需 要 驱动 力 : 驱 动力 
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可 以 是 浓度 梯度 .电位 .代谢 能 量 或 它们 的 集合 ,这 将 在 第 三 
章 中 谈 到 .本 章 探 讨 存在 于 能 量 转换 膜 中 的 天 然 途径 及 经 诱 
导 而 产生 的 途径 。 

这 里 有 交 个 可 以 对 任何 运输 过 程 提出 的 问题 : 

(a) 是 离子 独自 通过 了 膜 呢 ? 还 是 它 的 运输 又 直接 与 其 
他 离子 的 运动 相 偶 联 (图 2.2)? 

仅 包 括 单一 离子 的 运输 过 程 称 为 “单一 运输 "Cuniport)。 
例如 象 跨越 线粒体 内 膜 的 Ca2 + 离子 吸收 途径 CULES 8 :4 节 )， 
以 双 加 入 质子 移 位 体 (proton translocator) 二 硝 基 林 酚 后 
在 脂 双 层 膜 上 产生 的 质子 通 透 性 ( 兄 第 2 . 5 节 )。 涉 及 两 个 或 
多 个 离子 被 强制 偶 联 并 行 的 运输 过 程 称 “ 同 向 运输 ”(symp- 
ort) 或 “协同 运输 ”(co-transport)。 在 细菌 质 膜 上 有 JL 
H3+7/ 代 谢 物 跨 膜 同 向 运输 的 情形 ( 见 第 8.5 节 )。 那 种 一 个 
离子 的 运动 与 相反 方向 的 其 他 种 类 离子 的 运输 相 联系 的 等 价 
紧密 偶 联 过 程 则 称 为 “ 反 向 运输 ” (antiport) 或 “交换 扩散 ” 
(exchangediffusion), 这 类 例子 有 存在 于 线粒体 内 膜 的 
Naf+/H-* 反 向 运输 活性 ( 见 第 2.6 节 ) ,以 及 在 双 分 子 层 上 由 离 
子 载体 (ionophore) 尼 日 利 亚 菌 素 所 催化 的 民 */ 瑞 * 反 向 运 
输 ( 兄 第 2 . 5 节 )。 假 若 参 与 一 个 正常 的 同 向 运输 或 反 向 运输 
机 制 中 的 离子 是 也 :或 OH ;那么 一 般 来 说 就 不 可 能 区 分 它 是 
一 类 有 责 * 人 参与 的 同 向 运输 还 是 一 类 有 OH 参与 的 反 向 运输 。 
例如 线粒体 的 磷酸 盐 载 体 ( 见 第 7 .5 节 ) 可 以 被 不 同 地 描述 
为 PRisI7VO 瑞 -的 反 向 运输 或 者 也 /Pi 同 向 运输 。 

(b) 直 接 偶 联 的 离子 运动 会 产生 跨 膜 电荷 转移 吗 ( 图 
2.2)? 

电 中 性 运输 不 包括 净 电 荷 的 跨 膜 转 移 。 运 输 的 电 中 性 可 
以 起 因 于 不 带电 物质 的 单一 运输 ,也 可 以 是 一 个 阳离子 和 一 
个 阴离子 的 同 向 运输 ,或 者 是 两 个 带 有 等 量 电 荷 的 离子 反 向 
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Binh Ae JAA WARK /H Ree eR BA 
的 一 个 例子 。 带 电 的 运输 常 被 称 为 “ 电 致 的 ”(electrogea- 
ic， 产 生 电 位 ”) 或 “电泳 的 "(electrophoretic, 由 已 存在 的 
电位 所 引起 运动 ) .由 于 这 些 名 词 能 够 适用 于 不 同 条 件 下 观察 
到 的 同样 途径 ,所 以 这 里 将 使 用 综合 性 的 词 带电 的 (elect- 
rical), 

把 这 里 讨论 的 分 子 水 平 的 电 平 衡 与 跨越 某 一 特定 膜 的 全 
部 离子 运动 的 电 中 性 相互 区 别 开 是 很 重要 的 。 后 者 是 基于 未 
建立 一 个 高 的 膜 电 位 就 不 可 能 再 分 出 多 于 一 个 分 量 的 跨 膜 的 
正 负电 荷 。 因 此 , 分 离 跨越 1 mg 线粒体 内 膜 的 1nmol 电荷 
会 导致 建立 200myV 以 上 的 膜 电 位 《第 4.2 节 ) 。 然 而 这 并 不 
排除 出 现 个 别 分 子 水 平 的 电 现 象 ,只 要 它们 能 彼此 补偿 即 可 
(第 2.7 节 )。 此 外 ,还 必须 看 到 ， 一 个 紧密 偶 联 的 电 中 性 反 向 
运输 体 (antiporter) 对 能 量 转换 膜 的 影响 , 与 加 入 同一 离子 
的 两 种 带电 的 单一 运输 体 (uniporter) 所 起 的 作用 是 不 同 的 。 

(c) 运 输 与 代谢 是 直接 偶 联 的 吗 ( 图 2.2)? 

运输 和 代谢 的 紧密 偶 联 发 生 在 化 学 渗透 能 量 转换 作用 的 
中 心 即 离子 泵 上 。 主 动 运输 "(active transport) 这 个 词 尽 
管 限 用 于 有 这 类 转换 作用 发 生 的 例子 中 , 而 不 宜 包 括 那 些 离 
子 跨 膜 集聚 的 情况 ,但 有 时 还 是 用 在 文章 中 。 假 若 存在 着 膜 
电位 或 者 运输 是 通过 闻 向 运输 或 反 向 运输 而 与 另 一 种 离子 的 
“下 向 "(downhill) 运 动 相 偶 联 ,那么 离子 不 借助 于 离子 泵 也 
可 以 被 跨 膜 集 聚 。 例 如 , 当 离 子 泵 (Ca2 -ATPE 酶 ) 在 肌纤维 内 
质 网 中 积累 Ca2* 的 时 候 , 由 于 膜 电 位 的 作用 ,同样 的 离子 也 
跨越 线粒体 内 膜 而 积累 (第 8.4 节 )。. 只 有 前 一 种 情况 可 以 被 说 
成 是 “主动 的 ” ,而 线粒体 的 Ca2 * 积累 则 降低 了 电化 学 梯度 。 

基 团 移 位 作用 (第 1.4 节 ) 描述 代谢 与 离子 运输 相 偶 联 
的 特殊 的 分 子 机 制 ， 
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图 2.2 离子 运输 的 进一步 分 类 
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(d) 运 输 是 跨越 膜 的 双 分 子 层 区 域 还 是 蛋白 质 区 域 发 生 
的 ? 

最 终 的 分 类 直接 来 源 于 膜 的 流动 灸 舱 模 型 。 因 为 双 分 子 
层 运 输 可 以 适用 于 不 同 的 膜 ,而 蛋白 质 催 化 的 运输 则 必须 考 
才 到 特殊 的 膜 ,所 以 区 分 是 困难 的 。 这 两 种 运输 形式 的 特点 
很 不 相同 ,是 值得 分 别 讨 论 的 。 


2.4 双 分 子 层 区 域 的 自然 通 透 性 


类 脂 双 分 子 层 的 朴 水 核 带 "对 荷 电 物 质 的 通行 成 了 一 个 
有 效 的 屏障 。 所 以 除去 几 个 重要 的 例外 〈 第 2.5 节 )， 双 分 子 
层 对 于 正 .负离子 都 是 不 通 透 的 。 这 种 不 通 透 性 延 及 质子 ,由 
于 它 避 免 了 质子 流 短 路 (第 4 . 5 节 ), 所 以 这 个 性 质 对 于 能 量 
转换 作用 是 极为 重要 的 。 双 分 子 层 不 仅 具 有 高 电阻 ,而 且 还 
能 耐 受 极 高 的 电场 。 对 一 个 具有 200m V 膜 电 位 的 能 量 转换 膜 
即 有 一 个 300,000V.cm-1 以 上 的 电场 跨越 其 朴 水 核 带 。 

多 种 不 带电 的 物质 能 够 通过 双 分 子 层 ,机 :0O 、O: 和 CO， 
以 及 一 些 不 带电 的 低 分 子 量 的 酸 、 碱 如 所 和 栈 酸 ,都 是 高 度 可 
通 透 的 。 这 类 酸 碱 的 通 透 性 为 研究 跨 膜 的 pH 梯度 提供 了 有 
益 的 工具 。 


2.5 双 分 子 层 区 的 离子 载体 导致 的 通 透 性 


综述 “Henderson，1971，Pressman,1976，GComez- 
Poyou 和 Gomez-Lojero ,1977; ovchinnikov, 
1979 


双 分 子 层 区 的 离子 通 透 性 极 低 , 其 原因 是 离子 穿 入 ot 水 
。 此 处 按 原 文 应 译 为 "核心 , 但 它 是 延续 的 层 带 状 的 , 故 主 为 " 核 带 "， 一 一 译 者 
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区 域 需 要 高 的 活化 能 (activatiobn energy), 由 此 可 以 推断 ， 
若 能 使 电荷 离 位 (delocalize) 并 被 屏蔽 ,那么 离子 通 透 性 就 
可 能 增加 ,这 点 可 以 用 某 些 微生物 产生 的 多 种 抗菌 素 和 某 些 
人 工 合成 的 化 合 物 来 实现 。 它 们 都 被 统称 为 离子 载体 Cion- 
ophores)。 典 型 的 离子 载体 是 分 子 量 500 一 2,000 的 化 合 
物 , 它 具 有 朴 水 的 外 表 ,因而 是 脂 溶 性 的 ;又 有 一 个 亲 水 的 内 
部 以 结合 离子 。 尚 没有 证 据 表明 离子 载体 是 能 量 转换 膜 的 天 
然 组 分 ,但 是 作为 研究 工具 ,它们 是 极为 宝贵 的 

离子 载体 可 以 通过 作为 流动 的 载体 或 是 形成 通道 这 两 种 
机 和 制 来 行使 功能 ( 见 图 2.3)。 流 动 载体 在 膜 内 扩散 , 典型 的 
离子 载体 每 秘 钟 能 够 催化 1,000 个 离子 跨 膜 运输 ， 它 们 对 于 
不 同 的 离子 具有 极 高 的 辨别 力 , 能 跨越 厚 的 合成 膜 工作 ,并 受 
膜 流 动 性 的 影响 。 相 反 ,形成 通道 的 离子 载体 的 离子 辨别 力 
低 ,但 是 活性 极 高 ,每 个 通道 每 秒 钟 可 催化 高 达 107 个 离子 的 
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2.3 MOKA MMAASA)M(A)SHBERHBTRA GE) 


2.5.1 不 运输 质子 的 电荷 载体 


49 Sa 22 St (valinomycin) 
a CULE 2.4) 是 一 种 流动 载体 型 离子 载体 ,催化 
Cs 、Rb 、 开 "或 NH 和 的 带电 单一 运输 ， 它 运输 民 + 的 能 力 
“33 » 


至 少 比 运输 Na* 的 能 力 高 104 fh, MAR ROR HE A 
(Streptomyces) 的 天 然 抗 菌 素 , 是 一 种 由 羟基 酸 和 氮 基 酸 
交替 构成 的 缩 肽 〈depsipeptide) 。 当 离子 与 这 种 离 FR 
体 结 合 时 ， 它 们 即 失 去 自身 的 水 合 水 ( 见 图 2 .3)。Na- 不 能 
够 被 顷 氮 霉 素 运输 ,是 由 于 无 水 合 水 的 Na- KA, 以 致 不 能 
与 顷 氨 霉 素 向 内 的 羟基 有 效 地 相互 作用 , 因而 复合 能 (com- 
plexation energy) 不 能 与 失去 水 合 水 所 需 的 能 量 相 平 
§, AAMABATTRAARGY RPAWE A, EMRE LS 
所 结合 的 离子 的 电荷 。 未 结合 离子 的 和 结合 离子 后 的 两 种 形 
式 的 纺 氨 霉 素 都 能 穿 过 膜 扩 散 ,所 以 催化 量 的 离子 载体 即 可 
引起 大 量 离子 的 运输 。 对 线粒体 .叶绿体 ,合成 双 分 子 层 膜 来 
说 ,离子 载体 的 浓度 410?mol/ 世 即 有 效 ,对 细菌 则 更 低 。 

能 量 转换 膜 一 般 没 有 天 然 的 带电 开通 透 性 ,这 类 离子 载 
体 的 价值 就 在 于 它 能 够 引起 这 种 渗透 性 以 便 佑 计 ( 第 4.2 节 ) 
或 消除 (第 4.3 节 ) 膜 电位 或 者 研究 离子 运输 (第 2.3 节 )。 

其 他 催化 K* 单 一 运输 的 离子 载体 包括 恩 贸 孢 菌 素 (en- 
niatin) 和 活 菌 素 (nactin)- [所 谓 无 活性 菌 素 (nonactin), 
单 活 菌 素 (monactin), 双 活 菌 素 (dinactin) ,等 等 ,是 根据 它 
们 结构 上 乙 基 的 数目 而 定 的 ] 。 不 过 这 些 离 子 载体 并 不 象 妥 
氨 霉 素 那 样 对 民 -的 选择 性 明显 地 高 于 Na-*。 

55 #F ig AA (gramicidin) 

LTT A KE — AR BUI a CL 2.4), BEE 
双 分 子 层 膜 上 形成 一 个 瞬时 的 传导 二 聚 体 。 它 具有 通道 形成 
型 离子 载体 的 典型 性 质 ,在 质子 .一 价 阳 离子 和 NH, * 间 选择 
性 很 差 ,这 些 离子 均 以 其 水 合 形式 通过 (通道 )。 它 传导 离子 
的 能 力 只 受 扩散 作用 的 限制 ,从 而 一 个 通道 每 秒 钟 可 传导 高 
达 10 "个 离子 。 
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2.5.2 不 运输 电荷 的 质子 载体 

尼日利亚 菌 素 (nigericin) 

尼日利亚 菌 素 是 一 个 线 状 分 子 , 具 有 含 氧 杂 环 和 一 个 兰 
基 。 在 膜 上 该 分 子 环 化 形成 一 个 类 似 拔 氮 霉 素 的 结构 ， 以 氧 
原子 作为 疏水 的 内 部 。 与 顷 氨 霉 素 的 不 同 之 处 是 , 尼 日 利 亚 
菌 素 与 阳离子 结合 时 失去 一 个 质子 ,而 形成 能 够 跨 膜 扩 散 的 
中 性 复合 物 , 作为 流动 载体 。 尼 日 利 亚 菌 素质 子 化 的 非 结合 
形式 也 是 可 运动 的 ,所 以 这 个 离子 载体 可 以 催化 总 体 上 电 中 
性 的 民 与 瑞 * 的 离子 交换 〈 见 图 2.4)。 能 够 催化 同类 电 中 性 
离子 交换 作用 的 离子 载体 还 有 X 一 537A、 莫 能 菌 素 (mon- 
ensin) 和 猪 神 霉 素 (dianemycin)。 后 二 者 对 Na-* 的 选择 性 
略 高 于 K*,X-537A 实质 上 可 以 与 包括 有 机 胺 在 内 的 各 种 阳 
离子 相 结合 。 

尼日利亚 菌 素 已 用 于 研究 阴离子 运 输 (第 2.7 节 ) 和 调 
整 跨 越 能 量 转换 膜 的 pH 梯度 。 据 报导 ,尼日利亚 菌 素 可 消除 
BoM Ap 也 ,事实 上 是 这 个 离子 载体 使 得 K* He ee 
终 的 离子 梯度 要 依 实验 条 件 而 定 。 

A23187 

A23187 E—-MAREN BF BA, SI BF eet — th 
离子 具有 更 高 的 特异 性 。 它 催化 Ca2 * (at Mg?*) xt 2HY 的 电 
中 性 交换 而 不 破坏 一 价 离子 梯度 。 


2.5.38 质子 与 电荷 的 载体 
质子 移 位 体 ( 解 偶 联 剂 ”) 


质子 移 位 体 具 有 可 解 离 的 质子 ,并 且 可 以 作为 质子 化 的 
RMA TOM BUMAF ie 〈 图 2 . 5 )。 这 是 由 于 这 类 
离子 载体 有 许多 r 轨道 体系 , 它 使 得 阴离子 形式 的 电荷 离 位 


° 95 « 


人 阻 离子 特异 性 : Rb*>Kts> Nat > Lit 


BH RS fe 5FHE: K+ > Rb+ > Na+ > Li 


二 十: 
-二 


阳离子 特异 性 ; H+ > Rb+ > Kt+ > Nar+ >i’ 


(d) A23187__ 


. 阳离子 特异 性 ， Ca?* > Mg?* 
图 2 . 4 一些 由 离子 载体 催化 的 运输 过 程 


因而 保持 了 脂 溶 性 。 通 过 跨越 膜 的 往返 运动 ,该 离子 载体 能 
够 催化 质子 的 带 净 电 荷 的 单一 运输 ,从 而 增加 了 膜 的 质子 传 
导 性 。 在 这 种 情况 下 质子 流 是 “短路 “的 (第 上.5 节 ),， 使 得 
Apas 的 制造 者 与 ATE 合成 酶 解 偶 联 。 在 化 学 渗透 理论 形成 
BURA ,人 们 束 已 经 描述 过 某 些 化 合 物 的 解 偶 联 反应 ,那些 化 
合 获 大多 数 是 通过 增加 合成 脂 双 分 子 层 膜 的 质子 传导 性 而 起 
作用 的 ， 这 个 论证 是 重要 的 证 明之 一 ， 它 对 化 学 渗透 理论 有 
利 ， ARPS AR AM i Cea ea i 
时 具有 特定 的 功能 的 化 学 中 间 物 理论 。 
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“二 种 离子 的 单一 运输 与 同 种 离子 与 质子 相交 换 的 电 中 性 
的 反 向 运输 相 绪 合 ,可 以 诱导 膜 上 的 间接 质子 移 位 作用 .例如 
在 膜 上 有 K+ 循 环 时 , 扫 氨 霉 素 和 尼日利亚 菌 素 的 结合 可 以 诱 
导 H+ 的 净 单 一 运输 。 

ito REM-W=HM PARR (FCCP) 


| FCCPH ee FCCPH | 
有 


ee 8 


上 一 一 | ge H* 
(edo node 


BL Oyo = Ghee 
图 2.5 “质子 移 位 体 催 化 的 质子 跨 膜 单一 运输 
质子 移 位 体 ( 解 合 联 剂 ) 是 亲 脂 的 弱酸 , 能 够 以 质子 化 或 是 非 质子 化 的 形式 透 
过 脂 双 分 子 层 。 假 如 质子 电化 学 电位 (第 3 .4 节 ) 跨 膜 存在 的 话 , 质子 移 位 体 将 
作 催 化 循环 以 * 催 肯 " 这 一 电位 ”FECCP- 会 被 膜 电位 驱赶 到 膜 带 正 电 荷 的 一 便 


( 见 第 3.4 节 ) 下 CCE 瑟 则 会 由 于 pz 梯度 而 被 送 至 带 碱 性 的 部 分 。 解 偶 联 剂 如 
FEFCCE 能 在 10 "一 10 smol/ 世 的 广泛 的 浓度 范围 内 对 膜 起 作用 . 


2.5.4 ， 亲 脂 的 阳离子 与 阴 高 子 


mt 轨道 体系 使 得 电荷 离 位 并 能 增强 脂 溶 性 的 能 力 , 已 被 
用 于 多 种 阳离子 和 阴离子 的 合成 中 ,这 些 离 子 甚至 在 带 电 荷 
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时 也 能 被 跨 膜 运输 (图 2 .6).。 严 格 地 讲 ,这 些 离子 并 非 离子 载 
体 , 因 为 它们 并 不 起 催化 作用 , 而 是 随 Ay 而 集聚 (第 4.4 节 )。 
亲 脂 阳离子 和 阴离子 ,在 阐明 它们 分 别 于 线粒体 和 反 转 的 亚 
线粒体 颗粒 内 依赖 能 量 的 集聚 方面 , 曾 有 重要 的 价值 (第 1 4 
节 )。 这 些 实验 排除 了 由 高 能 中 间 物 驱动 的 特异 阳离子 泵 的 可 
能 性 (3kulachev,1971)。 后 来 , 这 些 阳 离子 被 用 于 估 算 Ap 
(第 4. 2 节 )。 


2.6 有 蛋 昌 质 催化 的 运输 作用 


由 和 蛋白质 催 化 的 跨越 能 量 转换 膜 的 运输 作用 与 依赖 双 分 
子 层 的 运输 作用 通常 征 完全 不 相同 的 。 无 论 有 无 离子 载体 的 
存在 ,都 可 以 直截了当 地 了 予以 说 明 。 运 载 和 蛋白 (transport 
protein) 也 具有 其 他 酶 类 的 特点 : 它们 表现 立体 选择 性 ; 常 
能 够 被 特异 地 抑制 ,并 且 一 般 是 由 基因 决定 的 。 后 一 个 特点 
意味 着 不 可 能 〈 对 有 蛋白质 催 化 的 运输 作用 ) 做 出 与 对 双 分 子 


ES AR PAR ERG 
(TPMP*} (TPB*) 


图 2 .6 亲 脂 离子 实例 
层 运输 作用 同样 的 概括 。 例 如 , mI FCCP (图 2.5) 在 线 
粒 体 中 诱导 质子 通 透 性 ， 一 般 可 以 假定 它 在 叶绿体 、 细 菌 和 
合成 脂 双 分 子 层 中 有 同样 的 作用 。 可 是 一 种 运载 蛋白 可 能 就 
不 仅 是 对 一 类 特定 的 细胞 器 是 特异 的 ,并 且 可 能 是 只 限于 来 
源 于 一 种 组 织 中 的 细胞 器 ,例如 柠檬 酸 载 体 存在 于 肝脏 线 粒 
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体 中 ,人 参与 运 出 脂肪 酸 合 成 记 需 的 中 间 物 (第 8 34) MEL 
脏 线 粒 体 中 并 不 存在 这 种 蛋白 .饱和 动力 学 (satuation ki- 
netics) 有 时 被 称 为 是 以 蛋白 质 作为 中 介 的 运输 的 特 点 。 尽 
管 有 时 这 可 能 是 真实 的 ,但 是 任何 运输 过 程 的 动力 学 都 是 如 
此 复杂 ,所 以 对 它 必 须 小 心地 加 以 解释 ,特别 是 在 存在 膜 电 位 
的 情况 下 。 

涉及 蛋白 质 的 运输 作用 的 最 有 力 的 证 据 是 特异 性 抑制 物 
的 存在 。 例 如 ,多 年 来 丙酮 酸 被 认为 是 能 够 通过 双 分 子 层 进 
入 线粒体 的 ,由 于 它 是 一 个 单 羧基 弱酸 ,所 以 这 样 认 为 似乎 是 
有 道理 的 。 然 而 ,由 于 发 现 氰 羟基 肉桂 酸 盐 ( 见 第 8 . 3 节 ) 是 
运输 的 特异 性 抑制 剂 ,这 就 为 载体 的 存在 提供 了 第 一 个 强 有 
力 的 证 据 ( 见 LaNoue 和 9choolworth ,1979 )。 

有 关 的 运载 蛋白 经 过 多 方 研究 ,结果 引起 了 名 称 的 过 剩 ， 
包括 载体 . 通 透 酶 .搬运 体 和 移 位 酶 等 ,所 有 这 些 都 是 运载 旦 
白 的 同义词 。 


2.7 大 量 浴 质 跨越 能 量 转换 膜 的 运动 ， 


线粒体 悬浮 液 是 浑浊 的 ,并 且 能 够 使 光 发 生 散 射 。 散 射 
的 光 基 本 是 基质 和 介质 间 折 射 率 之 差 的 函数 ,任何 降低 这 一 
差别 的 作用 都 将 会 减弱 这 种 散射 光 。 增 加 基质 的 体积 后 由 于 
可 通 透 物质 的 流入 ,基质 折射 率 接 近 于 介质 折射 率 , 从 而 造成 
散射 光 的 减弱 。 这 就 提供 了 一 种 研究 溶质 跨越 线粒体 内 膜 流 
入 的 十 分 简单 的 定性 方法 。 由 于 线粒体 的 基质 可 以 经 受 体积 
上 的 很 大 增加 而 不 致 涨 破 内 膜 ,内 膜 仅 需 展 开 它 的 峭 就 可 以 
了 。 所 以 线粒体 适 于 用 这 种 技术 来 研究 。 彩 胀 可 以 进行 得 
很 充分 ,以 使 外 膜 破裂 释放 出 那些 定位 于 膜 间 空 间 Cinter- 
membrane space) 的 腺 苷 酸 激酶 。 光 的 散射 可 以 从 一 般 分 
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光 光 度 计 中 透射 光 的 减弱 来 检测 LTT LL 90 SLATER 
接 测定 ,更 为 灵 人 敏 。 
为 了 观察 线粒体 在 离子 介质 中 的 渗透 脱 胀 ,必须 满 足 两 
项 要 求 .首先 ,介质 中 主要 渗透 成 分 的 阳离子 都 必须 是 可 以 透 
过 膜 的 ;其 次 ,必须 考虑 到 对 跨 膜 总 电荷 平衡 的 需求 。 可 以 把 
无 论 是 没有 呼吸 链 还 是 没有 ATP 酶 功能 的 线粒体 看 作 最 简 
单 的 情况 。 在 图 2.7 所 示 的 例子 中 研究 了 鼠 肝 对 CI- 和 CNS- 
的 通 透 性 。 线 粒 体 悬浮 在 120mmol/L KCl1 溶 液 中 或 120 
mmol/L KCNS 溶液 中 几乎 不 膨胀 , 但 是 这 并 不 能 证 明 内 膜 
对 这 些 离子 是 不 通 透 的 ,因为 它 对 K* 的 通 透 性 很 低 ， 为 了 克 
服 这 一 点 ,可 以 通过 加 入 纺 氮 霉 素来 诱导 K* 的 带电 单一 运 
输 (第 2 S49) MARBLE TAPER, 如 同 它 能 使 人 工 合 
成 膜 产生 离子 通 透 性 一 样 , 完 全 可 以 预期 它 也 能 诱导 内 膜 的 
生 双 分 子 层 区 ， 产 生 同 样 的 通 透 性 。 现 在 可 以 观察 到 ， 在 
KCNS 溶液 中 线粒体 迅速 地 膨胀 ,而 在 KCl 溶液 中 则 膨胀 组 
慢 。 因 此 似乎 可 以 得 出 结论 , 即 内 膜 对 CNS- 是 可 通 透 的 ,而 
不 允许 C1- 通 过 .幸运 的 是 , 由 于 电荷 平衡 而 引起 的 问题 尚未 
考虑 到 ,尽管 结论 下 得 过 早 , 但 结果 还 是 正确 的 . 
为 了 解释 这 一 点 ， 图 2.7 中 也 介绍 了 线粒体 在 酷 酸 钾 洲 
液 中 的 膨胀 情况 。 离 子 载体 (BEAU BAI) 的 
存在 保证 了 不 会 因 K+ 不 通 透 的 问题 而 限制 膨胀 速 率 ， 然 而 
线粒体 的 脱 胀 速率 显然 依赖 于 由 离子 载体 诱导 的 通 透 性 的 性 
质 ， 尼 日 利 亚 菌 素 只 在 醋酸 钾 溶 液 中 有 效 , 而 纺 氨 霉 素 只 有 
助 于 线粒体 在 KCNS 溶液 中 迅速 地 膨胀 .其 原因 在 于 对 电荷 
平衡 的 需求 由 统 氨 霉 素 催化 的 K* 渗 入 是 带电 荷 的 ,而 醋酸 
盐 则 是 作为 电 中 性 的 .质子 化 了 的 酸 通 过 双 务 学 层 的 所 以 
迅速 增加 的 高 A 少 值 (内 部 带 正 电 荷 ) 会 阻止 K* 的 进一步 通 
透 ， 醋酸 的 渗透 作用 也 会 逐渐 停 下 来 ,这 是 由 于 与 之 协同 伟 
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图 2.7 非 呼吸 线粒体 膨胀 的 状况 
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i (co-transported) 质子 在 基质 中 的 解 离 所 产生 的 pH 梯 
度 ( 基 质 中 呈 酸 性 ) 抑 制 了 醋酸 的 继续 进入 ( 见 第 3.5 节 )。 使 
用 妥 氨 霉 素 不 会 遇 到 这 类 问题 。 首 先 ,阴阳 离子 进入 膜 时 都 
是 呈 电 中 性 的 ;其 次 ,质子 与 醋酸 一 起 进入 膜 后 又 被 离子 载体 
绩 氮 霉 素 重 新 运 出 膜 外 ,同时 “作为 交换 进入 膜 内 。 由 于 同 
样 的 原因 ,在 KCNS 溶 液 中 线粒体 可 以 在 加 入 纺 氢 霉 素 后 B 
ik ,而 不 会 在 加 入 尼日利亚 菌 素 后 膨胀 。 所 以 我 们 不 仅 可 以 
利用 膨胀 现象 来 确定 究竟 哪 种 离子 是 可 通 透 的 ,而 且 可 以 确 
定 该 通 透 作 用 属于 哪 种 类 型 .例如 运用 这 种 方法 证 明了 Ca?* 
是 以 单一 运输 的 方式 进入 非 呼吸 线粒体 的 (Selwya 等 ,1970， 
见 第 8.4 节 )。 

由 此 可 知 ,膨胀 作用 需要 两 种 离子 均 以 相同 的 方式 (带电 
的 或 者 是 中 性 的 ) 进 入 膜 内 。 但 是 当 这 种 要 求 不 能 满足 时 , 仍 
可 通过 加 入 质子 移 位 体 如 FCCP (图 2.7) 来 诱发 带电 的 单一 
运输 而 引起 膨胀 。 氧 化 磷酸 化 作用 的 典型 解 偶 联 剂 (第 1.4 
节 ) 在 无 呼吸 线粒体 中 ( 即 不 存在 假设 的 高 能 中 间 物 ) 所 起 的 
作用 恰 如 化 学 渗透 假说 所 预示 的 ,这 是 对 该 假说 非常 有 利 的 
证 据 ( 第 1. 4 节 ).。 利用 这 种 膨胀 技术 首先 发 现 了 褐色 脂肪 线 
粒 体内 膜 有 天 然 的 质子 短路 〈proton short-circuit ) 存在 

(4.54%), 

在 呼吸 线粒体 中 ,必须 考虑 到 被 呼吸 链 跨 膜 泵 出 的 质子 
对 基质 体积 改变 的 影响 。 如 图 2 . 8 所 示 , 当 存在 一 种 可 通 透 
的 带电 阳离子 (由 于 膜 电 位 而 积聚 ) 和 一 种 可 通 透 的 电 中 性 弱 
酸 ( 由 于 Ap 互 而 积聚 ,第 2 . 5 节 ) 时 ,依赖 于 呼吸 的 膨胀 作用 
就 会 发 生 。 反 之 ,在 呼吸 作用 起 始 时 , 若 基质 中 会 有 一 种 电 中 
性 的 可 通 透 的 阳离子 (被 ADH PRA) 及 一 种 带电 的 可 通 透 
阴离子 (被 A 少 所 逐 出 ) , 预 膨 胀 的 线粒体 就 会 迅速 地 收缩 . 


b 。 预 膨胀 线粒体 的 最 佳 浓度 
KNO3 


尼日利亚 获 素 
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图 2.8 呼吸 线粒体 的 最 佳 膨胀 和 最 佳 浓度 的 各 自 环境 
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3 定量 生物 力 能 学 : 
驱动 力 的 测量 
ti dees aa 3 


本 章 打 算 介绍 热力 学 中 与 生物 力 能 学 有 关 的 部 分 。 由 于 
大 多 数 生 物化 学 家 (如 作者 本 人 ) 的 物理 化 学 基础 都 不 够 强 ， 
所 以 这 是 生物 力 能 学 中 最 容易 被 误解 的 方面 。 论 题 只 限于 与 
生物 力 能 学 有 特殊 关系 者 ,同时 我 尽量 使 一 些 重要 的 关系 不 
显得 那么 神秘 ,从 那些 我 认为 是 普遍 理解 的 起 点 来 推导 它们 ， 
读者 假如 仅 是 为 了 摆脱 ATP 是 一 个 “高 能 "化 合 物 的 想法 ,最 
好 能 坚持 看 完 推 导 过 程 。 我 已 指出 了 一 些 用 于 参考 的 最 基本 
的 部 分 ,都 列 在 各 节 中 了 。 

在 热力 学 中 研究 了 三 种 类 型 的 系统 ， 孤 立 系统 (或 称 绝 
热 系统 ) ,是 完全 独立 存在 的 ,与 环境 既 无 能 量 交换 ,也 无 物质 
交换 ， 封 闭 系统 ,在 物质 上 是 自身 含有 的 ,但 是 能 越过 其 边界 
(boundary ) 与 环境 进行 能 量 交换 ， 而 开放 系统 则 不 仅 可 以 
与 环境 交换 物质 ,还 可 以 交换 能 量 。 热 力学 对 于 这 三 种 体系 
在 处 理 上 的 复杂 性 随 其 分 离 性 变 小 而 增加 了 。 经 典 的 平衡 执 
力学 用 在 开放 系统 中 是 不 够 精确 的 ,因为 跨越 边界 的 物 质 流 
动 妨碍 了 系统 内 部 真正 平衡 的 建立 ;由 于 所 有 生物 力 能 学 系 
统 都 是 开放 的 ,与 环境 始终 不 断 地 交换 着 底 物 和 终 产物 ,所 以 
意识 到 在 这 一 领域 中 应 用 平衡 热力 学 的 局 限 性 是 重要 的 。 

然而 ,经 典 热力 学 仍 可 用 于 预示 在 复杂 的 能 量 转换 作 用 
中 达到 平衡 态 所 需 的 条 件 ,以 及 推导 当 反应 从 平衡 态 转移 时 
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能 量 流动 的 方向 .虽然 热力 学 处 理 不 能 证 明 某 种 机 制 的 存在 ， 
但 是 任何 违背 热力 学 定律 的 假设 机 制 , 都 很 易于 为 平衡 热力 
学 所 和 否定。 最后， 在 近 平衡 状态 下 ,还 可 将 平衡 状态 的 参 数 
代入 不 可 道 热力 学 ( 它 研究 开放 系统 ) 方 程式 中 以 求 得 能 量 流 
动 的 速率 。 

在 一 个 孤立 系统 中 ,反应 的 驱动 力 是 箭 ,而 且 只 有 那些 使 
系统 的 箭 增加 的 反应 才 会 自发 发 生 。 在 一 个 封闭 系统 中 ,这 种 
MRA REE, ADRARKA SHR Fe EL 
REE UETREA RE. BAO POwEF ME, 
By DAE EL Ut Fh A RBA EP A i we HS Be, Bl 
RAP WEL RBA G AAS ( 热 ) 流动 (图 3.1)。 在 
孤立 和 封闭 系统 中 ,Gibbs 能 量变 化 ,AG 是 净 驱 动力 定量 的 
量度 (在 恒温 . 恒 压 时 ),Gibbs 能 量 减少 (AG< 0 ) 的 过 程 能 使 
系统 和 周围 的 箭 净 增 加 ,如 果 有 一 种 机 人 制 参 与 , 它 能 自发 发 生 。 


a. 孤立 系统 
系统 
1% oe 
\ | > 
‘AG= -TAS 


“AH. +A 
@ AS=AS,-AS, 
AG=-TAS=TAS,- 
但 是 AS=AH/T ，“ THe 
AG=AH-TaSs 


3.1 孤立 系统 与 封闭 系统 中 的 Gibbs 能 量变 化 
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Gibbs 能 量变 化 (也 称 作 自 由 能 变化 ) 以 四 种 不 同 的 形式 
在 生物 力 能 学 中 出 现 ， 实 际 上 这 个 问题 或 许可 以 更 恰当 地 解 
AMF Gibbs 能 量 不 同 表现 形式 间 互相 转化 的 机 制 的 研 
究 。(1)Gibbs 能 量变 化 本 身 可 用 于 描述 进入 呼吸 链 的 底 物 反 
应 以 及 最 终 的 ATP 合 成 。(2) 发 生 于 呼吸 作用 与 光合 成 作用 
电子 传递 途径 中 的 氧化 还 原 反应 ,通常 不 是 用 Gibbs 能 量变 和 
化 来 定量 表示 , 而 是 用 由 此 推导 出 的 氧化 还 原 电位 变化 来 定 
量 的 。 (3) 质子 梯度 中 的 有 效能 量 是 用 Gibbs 能 量变 化 的 
进一步 变形 一 质子 电化 学 电位 来 定量 的 。 (4) 在 光合 体系 
中 ,吸收 光量 子 所 得 有 效 的 Gibbs 能 量 可 以 直接 与 其 他 的 
_Gibbs 能 量 函数 相 比较 。 必 须 强调 ,这 些 不 同 的 惯例 只 不 过 
反映 了 各 种 事件 的 形形色色 的 历史 背景 ,它们 被 化 学 渗 透 能 
量 转换 作用 联系 在 一 起 了 。 


全 
局 
ww 
rE 
= 
= ] 
2 
i <) 
Q OO1K OOK O-1K 1OK 100K 1000K 
.质量 - _ 作 用 率 (6) / [A] 


3.2 一 个 反应 的 Gibbs 能 量 是 从 平衡 点 位 移 (displacement) 的 函数 
一 个 封闭 系统 中 含有 组 份 A 与 B, 其 浓度 分 别 为 CA] 和 (B]. ASB 可 以 
通过 反应 A=->B 互 相 转 化 。 当 质量 -作用 率 [B] / [A] = 天 时 , 反应 达到 平衡 
曲线 定性 地 表明 了 当 CA] + [B] 的 总 和 为 一 个 常数 , 而 质量 -作用 离开 平衡 点 
变化 时 , 这 个 体系 的 Gibbs 能 量 (G) 是 如 何 变化 的 。 箭 头 则 用 图 示 法 表示 了 不 同 
的 质量 作用 率 下 发 生 的 A 向 B 的 微小 转化 作用 中 的 Gibbs BRS (AG). 
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3.2 Gibbs # 


考虑 一 个 简单 反应 ASB, HEME PR HBON K, 
若 能 确定 Gibbs AEE CG) 的 绝对 值 是 反应 程度 的 函数 的 话 ， 
那么 反应 曲线 吉 会 如 图 3.2 所 示 为 一 条 抛物 线 ， 曲 线 其 有 如 
下 特征 : 

(a) 当 反 应 处 于 平衡 时 , Gibbs 能 量 (G) 的 值 最 小 ， 因 
而 质量 -作用 率 [B]J/[A] 的 任何 偏离 平衡 比例 的 变化 都 需要 
系统 中 Gibbs 能 量 值 的 增加 ;因而 是 不 会 目 行 发 生 的 。 | 

(b) 曲线 在 平衡 点 的 斜率 为 零 .这 就 是 说 ,不 引起 Gibbs 
能 量 值 很 大 变化 , 微量 的 A 向 B 的 转化 作用 只 是 稍稍 改变 了 质 
量 -作用 率 , 即 斜率 AC( 单 位 为 kJ mol™ ) 在 平衡 点 为 零 ， 

(c) 在 反应 A 一 B 尚 未 达到 平衡 时 ,少量 的 A 转化 为 了 
会 引起 C 值 下 降 , 即 斜率 AC 为 负 值 ,意味 着 假如 这 种 反应 机 
制 存在 的 话 ,那么 该 转化 能 够 目 发 发 生 。 

Cd) 接近 平衡 处 曲线 的 斜率 减 小 , 这 意味 着 1AG | ih 
小 ,反应 越 趋 于 平衡 状态 。 

Ce) ”超过 平衡 点 的 反应 需要 输入 Gibbs 能 量 , 故 不 能 自 


这 个 讨论 可 以 加 以 归纳 ,并 可 以 定量 地 考虑 , 就 反应 式 
3 .1 来 说 ， 
aA+bB= =cC+dD (383.1) 
BLIMP Ot His SRE HY : 
Katee e CPI ee ol(e-+d—2—b)(Sh3.2) 
CAlxg + CBI gy 
RE A > A ad FE AS ET HS Ye BEAR AT eB, BT OR Pe 
质量 -作用 率 . 
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假如 反应 在 非 平衡 态 进 行 , 表 观 质量 -作用 率 (observed 
mass—action ratio) 定 义 为 ， 


EC] (Dey 
下 

那么 , 当 a mol 的 A 与 b mol 的 B 转 化 为 C 与 D, 并 且 厂 无 显 
著 变化 时 ,Gibbs 能 量变 化 可 由 下 式 得 出 : 

AG=—2.3RT log,;)K/I" (303.4) 
(这 里 的 因子 2.3 EM BRAUER, REAR, THe 
绝对 温度 ) 所 以 AG 是 〈 反 应 状态 ) 从 平衡 态 位 移 的 函 数 ， 因 
子 2.3RT 表 示 在 25"C 下 ,保持 以 一 个 数量 级 大 小 离开 平衡 点 
的 反应 ,其 AG 值 为 5 .7kJ. mol-1。 假 如 表 观 质量 -作用 率 低 于 
平衡 常数 , 这 个 Cibbs 能 量 函 数 为 负 值 , 假如 表 观 质量 -作用 
率 高 于 平衡 常数 , 则 这 个 Gibbs 能 量 函 数值 为 正 值 . 

这 个 关系 也 可 以 参照 人 ATP 水 解 为 ADP 和 了 Pi 的 反应 来 
解释 。 在 pH7.0k10mmol/L Mg?* 存在 时 ,该 反应 的 表 观 
平衡 常数 开 “ 约 为 105(Rosing 与 9later,1972)， 

这 里 各 个 组 分 的 浓度 值 均 为 处 于 不 同 电离 状态 的 该 组 分 
的 浓度 总 和 ,包括 与 Mg2: 结合 的 在 内 ( 见 后 )。 因 为 当 六 是 105 
时 可 达到 平衡 ,在 10m mol/L Pi 和 10m mol/LADP 存 在 下 
《这 是 细胞 质 中 的 典型 情况 ) ,ATE 的 平衡 态 浓度 仅 为 10-"。 

AG 随 质量 -作用 率 从 平衡 点 的 移动 而 变化 ( 见 表 3.1).。 在 
培养 液 中 线粒体 能 保持 一 个 为 10"5smol/L 的 低 质 量 - 作 用 率 ， 
“由 平衡 点 移动 10 个 数量 级 大 小 (9later 等 ,1973)。 在 这 样 的 条 
件 下 ,培养 液 可 以 含有 10m mol/LPi,10m mol/LATP ,而 只 
A10-$ mol/LADP , A 33.1 可 以 查 出 ,如 保持 这 种 浓度 , 那 
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mol(c 十 d 一 a 一 b)( 式 3.3) 


4 LR BAR ES RI molA TP, eas BN AS7kI- mol! fy Gibbs 

能 量 。 记 住 , 这 种 用 于 ATP 合 成 的 Gibbs 能 量变 化 是 由 相应 

量 的 ATP 水 解 得 来 的 ,只 要 简单 地 变化 一 下 符号 就 行 了 。 
33.1 ATP 水 解 反 应 (ATP 一 ADP 十 Pi) 的 Gibbs 


能 量变 化 是 从 平衡 点 位 移 的 函数 

假如 天 /(PH7, [Mg?*] 10 mmol/L)=1,0x105 
表 观 质量 -作用 率 开 // 矿 ′ AG [ATP] / [ADP] 

(天 办 (kJ mol~!) 4% [Pi] =10m mol/L 

105 1 0 1077 

10° 10? 11,4 1075 

10 10¢ 22.8 107° 

1 ios -28.5 10 一 ? 

0.1 10° -34,2 107? 

10~* 10° -45 .6 10 

10'° —57 10° 


详细 数据 见 Rosing 和 Slater, 1972. 


当 反应 的 表 观 质量 -作用 率 是 单位 值 时 ，AG 的 一 般 方程 
式 〈《 式 3.4) 出 现 特例 , 这 种 条 件 被 定义 为 标准 Gibbs 能 量变 


化 AC ,方程 简化 为 : 

AG 一 一 2.3RTlog10 天 ( 式 3.6) 
将 这 一 关系 代入 式 3:4, 可 消去 平衡 常数 ; 

AG= AG°+2,3RTlogiolr™ (383.7) 


这 就 是 Gibbs 能 量 方程 最 常见 的 形式 。 注 意 ,在 这 一 处 
理 中 六 和 7 是 无 量度 的 。 

为 了 防止 在 平衡 常数 推导 中 的 含混 不 清 , 对 Gibbs 能 量 
变化 作 了 一 些 规定 。 以 下 几 项 与 生物 力 能 学 者 关系 最 大 ; 

(a) 真 正 的 热力 学 平衡 常数 是 以 化 学 活 度 来 表达 ,而 不 是 
以 反应 物 及 产物 的 浓度 来 表达 的 。 但 是 一 般 来 说 在 生物 化 学 
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系统 中 不 可 能 确定 所 有 组 份 的 活 度 , 所 以 平衡 常数 由 浓度 求 
出 .只 要 表 观 质量 -作用 率 和 平衡 常数 是 在 类 似 条 件 下 求 出 来 
的 ,这 种 推导 就 没有 错误 。 

(b) 水 无 论 作 为 反应 物 还 是 产物 , 它 的 浓度 都 被 看 作 单位 
浓度 , MAR ESS mol/L, 这 表示 水 可 以 从 平衡 及 质量 -作用 方 
程式 中 略 去 。 

(c) 若 一 种 或 多 种 化 合 物 或 产物 是 可 解 离 的 ,或 是 可 与 阳 
离子 鳌 合 的 ,那么 ,究竟 平衡 常数 应 根据 处 于 不 同形 式 的 该 化 
合 物 的 浓度 总 和 来 求 出 呢 , 还 是 只 根据 确信 参加 了 反应 的 那 
种 化 合 物 形式 的 浓度 来 计算 ,这 里 存在 痢 含混 不 清 之 处 .A [IE 
水 解 成 ADP 和 Pi 是 一 个 非常 复杂 的 情况 :不仅 所 有 的 反应 
物 与 产物 在 生理 p 互 值 下 是 离子 化 的 ,而 且 假 如 Mg”” 存在 的 
话 ,也 会 与 ATP 和 ADP 以 不 同 的 亲和力 鳌 合 ( 见 Chappell， 
1977)。 因 此 ,在 pH7 时 ,ATP 能 以 下 述 多 种 形式 存在 : 

CSATP]J=[ATP4-]+[ATP3-]+[ATP Mg?27]+ 

+[ATP Mg 一 ] ( 式 3.8) 
如 果 已 知 真实 的 反应 是 : 

ATP Mg?-+H,O=ADP Mg 7+Pi2~+H* (5%3.9) 
那么 ,真实 平衡 常数 就 是 ， PMY. 

— LADP Mg") [Pi?—7] (H*] ($83.10) 


[ATP Mg2 一 ] 


虽然 p 下 或 Mg2+ 人 允许 在 方程 中 ,但 是 平衡 常数 是 与 之 无 关 的 。 
然而 反应 种 类 (reacting species) 肯定 是 未 知 的 ,尽管 它 们 
存在 ,但 它们 的 浓度 也 很 难 确定 , 因为 无 论 是 酶 学 测定 或 是 化 
学 测定 ,所 检测 到 的 都 是 各 种 化 合 物 的 总 浓度 〈 即 YATP). 
因而 ,在 实际 上 所 用 的 表 观 平衡 常数 及 /是 从 每 一 种 反应 
物 及 产物 的 总 浓度 计算 得 出 的 ,不 去 考虑 任何 离子 化 作用 或 
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鳌 合 作用 的 影响 ( 见 式 3.5)， 特 别 是 所 涉及 到 的 任何 质子 ,在 
方程 中 都 略 去 了 ( 见 式 3,5)。 

最 重要 的 局 限 性 是 , 对 于 一 个 在 恒温 下 的 特定 反应 ， 天 / 
不 是 常量 , 它 依赖 于 所 有 那些 已 从 等 式 中 略 去 的 因子 ， 如 jp 五 
阳离子 浓度 。 故 一 个 表 观 平衡 常数 仅 在 特定 的 PH 和 离子 浓 
BER AA RL, 而 开 “ 也 必须 为 这 些 条 件 所 限定。 标准 Gibbs fk 
量变 化 是 直接 从 平衡 常数 推导 来 的 ， 当 这 个 参数 是 从 表 观 平 
衡 常 数 得 来 时 , 它 也 辐 样 要 被 限定 (AG oss tens) =). 

计算 实际 Sibbs 能 量变 化 ,需要 选择 普通 条 件 平 的 AG 
或 天 ,并且 表 观 质量 -作用 率 也 由 同样 条 件 计 算出 来 ; 

AG’ =AG*’+2.3RTlogi0l’ ( 式 3.11) 

人 们 经 常 假 定 AIP 中 的 磷酸 酯 键 是 高 能 键 , 它 能 够 贮存 
能 量 并 能 推动 反应 朝 不 利 的 方向 进行 ,这 很 容易 便 人 人 误 解 . 
表 观 质量 -作用 率 从 平衡 点 被 移动 的 程度 清楚 地 列 在 表 3.1， 
它 给 出 的 是 所 有 反应 物 作 荔 的 能 力 ， 而 不 是 任何 单一 组 份 的 
贡献 . 设 一 个 假设 的 细胞 能 够 利用 任何 反应 从 线粒体 转换 能 
量 , 例 如 假设 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 反应 能 够 保持 十 个 数量 级 远离 
平衡 点 ,那么 , 在 细胞 中 葡萄 糖 - 6 BERR SES HER ATP 一 
样 地 作 功 。 反 之 ,即使 处 于 平衡 态 的 ATP、ADE 与 ii 的 混合 
物 充 满 了 太平 洋 , 这 些 ATP 也 不 具有 做 功 的 能 力 。 

另 一 个 错误 是 将 实 PR Gibbs 能 量变 化 与 标准 Gibbs 能 
量变 化 混为一谈 , 这 似乎 还 常 能 在 印刷 品 中 见 到 。 标 准 Gibbs 
能 量变 化 只 是 重新 规定 平衡 常数 ( 式 3.6)，, 并 不 能 给 出 有 关 细 
胞 内 条 件 的 信息 .线粒体 中 ATP 合成 的 “效率 "党 由 此 而 被 
错误 地 引用 。 

ATP MARI Gibbs 能 量 有 时 被 简称 为 "磷酸 化 势 
能 " (phosphorylation potential), “磷酸 势 "(phosphatle- 
potential), KAGp, ATH MAD 4 EPR CH Te 
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与 氧化 迁 原 电位 或 质子 电化 学 电位 进行 比较 ,ACp 经 常用 mV 
作 单 位 来 表示 (第 3.8 节 )。 


3.3 氧化 还 原 电位 


线粒体 呼吸 链 和 光合 成 电子 传递 链 都 如 同一 个 反应 系 
列 ;电子 从 其 中 的 一 个 组 分 传 向 另 一 个 组 分 。 一 些 组 分 在 从 氧 
化 态 转变 到 还 原 态 时 ,只 是 获得 一 个 或 几 个 电子 ， 而 另 一 些 
组 分 在 获得 电子 后 ,导致 其 分 子 上 一 个 或 几 个 可 解 离 基 团 的 
pk 值 增 加 ,从 而 使 还 原作 用 伴随 着 获得 一 个 或 数 个 质子 。 

细胞 色素 经 历 单 电子 还 原作 用 : 

Fe3 + 一 细胞 色素 c 十 1 e- 王 Fe2 一 细胞 色素 c 〈 式 3.12) 

NAD-* 经 历 双 电子 还 原作 用 并 得 到 一 个 H-: 


NAD*+2e°-+H*=NADH (3&3 ,13) 
辅酶 Q 获 得 2H* Za: AAW FIRE. 
UQ+2e-+2H*=UQH, (《 式 3.14) 


这 最 后 一 种 情况 常 被 说 成 是 2H- 转移 , 这 是 不 准确 的 。 

所 有 的 氧化 = 还 原 反 应 都 能 用 热力 学 术语 通过 它们 
的 Gibbs 能 量变 化 来 恰当 地 予以 描述 。 然 而 ,由 于 这 些 反 应 
涉及 电子 传递 , 故常 使 用 电化 学 参数 。 尽 管 如 同 在 Gibbs 能 
量变 化 中 一 样 ,热力 学 原理 都 是 相同 的 ,但 是 在 电化 学 中 氧化 
还 原 电位 的 起 因 有 时 搞 混 了 这 一 关系 。 

对 氧化 还 原 反应 进行 电化 学 处 理 的 另 一 有 利之 处 是 能 
将 整个 电子 转移 反应 分 解 成 参与 供给 和 接受 电子 的 两 个 半 反 
应 。 

例如 由 乳酸 脱氧 酶 催化 的 反应 ; 

丙酮 酸 十 NADH 二 H+= 了 乳酸 二 NAD+ (303.15) 
可 以 看 作 是 两 个 半 反 应 ， 


NADH==NAD*+H*+2e7 (383.16) 

Paid + 2H* + 2e°- = FL (303. 17) 

BNADH/NAD*3XFE RIT AE RD, 被 称 为 氧化 
还 原 电 偶 (redox couple), 

由 于 乳酸 脱氧 酶 催化 的 整个 反应 是 可 逆 的 , 故 每 个 半 反 
应 的 本 身 也 必须 是 可 逆 的 ,在 理论 上 可 以 用 平衡 常数 描述 ,但 
是 电子 在 溶液 中 并 非 独 立 存 在 ,所 以 如 何 处 理 它们 就 比较 复 
杂 了 。 在 电化 学 中 ,研究 金属 ( 即 还 原 态 形式 ) 与 它 的 盐 ( 即 氧 
MATER) 溶液 之 间 的 平衡 时 , 也 碰 到 类 似 的 问题 。 在 这 种 
情况 下 ,( 氧 化 还 原 ) 电 侦 给 出 电子 的 倾向 可 依据 两 个 半 电池 
形成 的 电池 来 定量 计算 。 每 个 半 电 池 含 有 一 个 金属 电极 与 
1 mol/L 盐 溶液 相 平衡 。 电 流 回路 全 靠 一 个 既 连 接 两 种 溶液 
又 不 使 之 混合 的 电 桥 来 相连 。 通 过 具有 高 内 阻 的 电位 计 即 可 
测定 电极 间 的 电位 差 。 为 了 便于 比较 不 同 的 电极 电位 , 常 将 
它们 表示 为 与 一 个 标准 电极 对 一 一 标准 所 电极 再 = 2 过” 
十 2e 间 的 关系 。 

显然 不 可 能 有 固体 氢 电 极 , 而 代 之 以 在 1 个 大 气压 下 , 表 
面 为 所 气泡 所 覆盖 的 铂 电极。 它 的 表面 是 精细 分 离 的 铂 〈 铀 
黑 ) 以 增加 表面 积 。 KARI El mol/L AARP, EY 
绝对 电势 被 定义 为 0 人 25 加 )。 任 何 金属 盐 电 偶 的 标准 电极 电 
位 ,都 可 以 通过 将 该 未 知 电 偶 与 标准 所 电极 一 起 组 成 电池 来 
测定 ,或 者 与 一 些 电 极 电位 恒定 的 二 级 标准 电极 组 成 电池- 来 
测定 , 则 更 为 方便 。 

在 生物 化 学 氧化 还 原 电 偶 的 研究 上 采用 了 类 似 的 处 理 方 
式 , 正 如 所 电极 的 情况 一 样 , 不 可 能 制造 一 个 没有 还 原 组 份 葛 
电极 , 故 仍 采用 铀 电极 。 但 是 它们 与 金属 / 盐 和 H,/H* ee 
不 同 ,其 氧化 和 还 原 组 份 通常 都 可 以 是 水 溶液 状态 ,并 定义 当 
氧化 和 还 原 组 份 均 以 单位 活 度 ( 或 者 按 浓度 均 为 1 mol/EL) 存 
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在 时 即 肖 标准 条 伴 ) 这 与 Gibbs 能 量 恋 化 的 标准 条 件 相 类 
似 。 通 过 实验 观察 到 的 相对 于 氨 电 极 的 电位 被 称 为 标准 氧化 
还 原 电 位 。 

仅仅 在 几 种 与 生物 力 能 学 有 关 的 情况 中 , 要 将 电 偶 的 A 
化 和 还 原 组 份 与 铀 电极 充分 而 迅速 地 平衡 , 以 测 得 稳定 的 电 
位 ,大 多 数 情况 下 ,能够 与 初级 氧化 还 原 电 偶 及 铂 电 极 二 者 作 
用 的 第 二 级 氧化 还 原 电 偶 常 被 加 入 作为 氧化 还 原 中 间 物 。 下 
” 面 将 要 谈 到 , 当 两 个 氧化 还 原 电 偶 具 有 相同 的 氧化 还 原 电 位 
时 ,它们 达到 平衡 .只 要 初级 电 偶 的 浓度 关系 不 被 破坏 ,那么 电 
极 将 指出 初级 电 偶 的 电位 。 在 研究 定位 于 膜 结 构 中 的 组 分 的 
氧化 还 原 电 位 时 ,利用 一 个 或 数 个 中 间 电 偶 是 特别 重要 的 (第 
5 .3 节 )。 

正如 Gibbs 能 量变 化 一 样 ,氧化 还 原 电位 也 是 依赖 于 反 
应 物 和 产物 的 相对 浓度 的 .在 pH= 0 时 , 氧化 还 原 电 -_ 偶 ; 

氧化 剂 +ne -= 还 原 剂 . 
其 氧化 还 原 电位 有 如 下 关系 ; 


RT 
logy 


这 [氧化 剂 ] (583,18) 


[还 原 剂 】 
这 里 标准 氧化 还 原 电 位 厂 o 要 求 氧化 剂 与 还 原 剂 均 为 单 
位 浓度 。 在 很 多 情况 下 ,氧化 还 原 反 应 中 有 质子 参与 ,此 时 产 
生 的 半 反 应 为 : 
氧化 剂 十 ae- 十 mzH+ 王 还 原 剂 
当 pH 不 为 0 时 ,标准 氧化 还 原 电 势 会 比 Ey 偏 负 值 , pH 
BANL2,3RT/F- (VD)mVY。 这 相当 于 在 m= Wy —60m V/ 
p 且 ;或 凤 一 1 而 ?一 2 时 ,为 -30mV。 这 种 修正 不 适用 于 标准 氢 
电极 , 它 作为 恒定 的 参照 物 。 通 常生 物力 能 学 的 习惯 是 确定 
PH=7 时 的 氧化 还 原 电 位 。 在 这 一 条 件 下 的 标准 氧化 还 原 
电位 常 被 称 为 中 点 氧化 还 原 电 位 ，E。,y。 注 意 , REAR 


BSE +2 .3 
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的 Eo 仍 作为 不 变 的 参照 物 ,但 是 H*/4+H. AE, , Hex 
(—60)=—420mV, 

为 了 能 够 得 到 pH 不 为 0 时 的 实际 氧化 还 原 电 位 , 式 
3.18 可 以 改写 为 ， 


E, (oH=x) 一 五 。 (pH =x) +2 we 六 log 还 大庆 〈 式 3， 19) 


由 氧化 态 与 还 原 态 组 分 的 比率 所 引起 的 EB, 值 的 特异 性 变 化 
如 图 3.3 所 示 。 


3.2 一 些 中 点 电位 值 
氧化 剂 十 ?ee re ye: ——— 59/6 


Em 1 PH 增加 1 单位 时 ， 

n m (mV) E, 的 变化 (mV) 
铁 氧 还 蛋白 氧化 /还 原 1 0 一 430 0 
HH/ 寺 H,(H;1 大 气压 ) 1 1 —420 —60 
NAD+/NADH 2. 1° $20 — 30 
NADP+/NADPH 2 1 +320 — 30 
RSE / LA PRS 22 — 74 —60 
延 胡 索 酸 /琥珀 酸 2 2. +30 —60 
UQ/UQH, a a —60 
by We Tis BR FR AR 2 2 + 80 —60 
细胞 色素 cs+/ 细 胞 色素 cs 1 1 0 +220 0 
TMPD+/TMPD 1 0 +260 0 
Fe(CN) ,.°~/Fe(CN) 4 一 1 0 +430 0 
Fate /Re*+ 1 0 +780 0 
O,/DH,02 4 4 +820 一 60 


a.1 大 气压 0 和 55D 〈 即 纯净 ) 水 。 
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En—Em 
(mv ) 


0 > ae 40 60 29 400 
氧化 还 原 电 偶 还 原作 用 的 百分率 


图 3.3 达 n 随 着 氧化 还 原 电 偶 的 还 原 程 度 而 变化 


氧化 还 原 电位 使 得 一 个 氧化 还 原 反 应 中 的 两 个 氧化 还 原 
电 侦 都 可 以 分 别 独立 地 加 以 讨论 。 但 是 ,为 了 使 这 两 个 电 偶 问 
热力 学 不 平衡 性 定量 化 ,需要 氧化 还 原 电 位 差 AE, 这 个 量 。 
对 于 反应 : 
从 还原 态 十 也 氧 化 态 一 人 氧化 态 十 卫 还 原 态 
A 玉 一 BEi(A) 一 (as) CR SO 
因为 一 个 完整 的 氧化 还 原 反应 也 能 够 通过 Gibbs 能 量变 
化 来 描述 , 所 以 A 环 ,也 可 以 用 kJ mol-! 〈 千 焦耳 .摩尔 -1 ) 
作 单位 。 
AG,’=—nF AE, (583.21) 
F (法 拉 第 ) 可 用 来 将 电学 单位 转变 到 上 J. mol, Wz 
3.3 中 可 以 清楚 地 看 到 , 4ALL.= :0 时 ,氧化 还 原 反 应 处 于 平 
BS AS. 
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最 初 提出 氧化 还 原 电 位 是 为 了 研究 在 单一 水 相 中 的 氧化 
还 原 反 应 ， 然 而 对 于 能 量 转换 膜 ( 第 5.3 节 ) 来 说 , 则 要 考虑 
三 相 ， 两 个 分 隔 开 的 水 相 及 膜 本 身 。 假 如 存在 蜂 膜 电位 的 话 ， 
就 会 产生 很 复杂 的 情况 , 因为 根据 氧化 还 原 电 侦 的 定位 ， 
“电子 的 电化 学 电位 "将 包括 膜 电 位 的 贡献 (Mitchell;1976a， 
Walz,1979), 


表 3.5， 单 电子 转移 反应 及 双 电 子 转移 反应 的 氧化 还 原 电 位 差 
与 Gibbs 能 量变 化 间 的 关系 


ee eS ee es ere 


____ AG ‘(kl mol") 
AE, (mV) n=1 n=2 
0 0 0 
+100 一 9.6 一 19.3 
十 200 —19.3 — 38.6 
+500 —48 2 — 96.5 
+ 1000 一 96.5 —193 


十 1200 一 本 —25! 


3.4 离子 电化 学 电位 差 


Gibbs 能 量变 化 在 生物 力 能 学 中 的 第 三 个 玫 现 形式 是 
势能 , 这 种 势能 为 跨 膜 离子 梯度 ,尤其 是 跨越 能 量 转 换 膜 的 质 
子 梯度 所 固有 。 有 两 种 力作 用 于 跨越 带电 荷 的 膜 的 离子 梯度 。 
一 种 是 由 离子 的 浓度 梯度 产生 的 。 在 没有 电位 影响 时 , 将 
1 mol 的 溶质 从 浓度 [X] “转移 到 浓度 [ 叉 ] ,其 Gibbs 能 量变 


化 是 : 


AG=2,3RT logy. er (383 22) 


TE HI Ts FS hr RT BK (S34) a. OP 
每 偏离 平衡 点 10 倍 的 移动 ,Gibbs 能 量变 化 是 5.7kJ.mo] 1。 
第 二 种 特殊 情况 是 ,在 没有 浓度 差 时 离子 被 转移 到 AR 
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an 


位 差 状 态 。 在 这 种 情况 下 , 1 mol 的 离子 X” 被 运输 到 电 位 
低 AymV 处 ,其 Gibbs 能 量变 化 为 : 

AG=—mFAyp (3&3, 23) 

在 一 般 情 况 下 ,离子 会 受 浓 度 梯度 和 电位 差 的 双重 影响 

当 1mol AyX™* WYRE CX 1’ shiz Ms ye CX I", 
这 时 电位 降 为 AgmyV , Ha — AR ee A HE St 
Gibbs 能 量变 化 是 ， 
We Ge 


AG=—mFAv+2,3RT log, oF Km 


(303 24) 


Gibbs 能 量变 化 通常 按 电位 的 单位 表示 成 离子 电化 学 
电位 梯度 Auxms 


R m+" 


在 质子 梯度 的 特例 中 ,log 因子 被 简化 成 pH ZH 
(ApH), Pru ; 


Af, =Ay—23.°7 ApH (583.26) 
By A Lm Vy PA, ZE30'CH, 
Ai,,.=Ay—60ApH (383 .27) 


式 3.25 是 最 常见 的 计算 离子 电化 学 梯度 的 公式 , 但 只 有 
当 离 子 是 通过 带电 单一 运输 (第 2.3 节 ) 跨 越 膜 时 才 适用 。 当 
两 个 或 多 个 离子 的 运动 直接 相关 时 , DUA Be RY 电 
化 学 电位 梯度 。 以 图 3 .4 为 例 ,考虑 了 Ca 离子 运输 的 三 种 
可 能 模式 的 电化 学 电位 方程 。 
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2+} A B 
Aficga+=2A¥-60 eae je 


[Ca*"], 


o. Ca2*/H* Fz, Flin H+ 
Ca2+ 
[Caz+]s [H?]A alle : 
Apcaz+=A 灿 -60 log, o— [Casr] [He 
c. Ca?*/2H* 互 着 运输， 例如 2H+ 
Ca2+ 
[Ca?*], [H*]2 A E 


Afic, 2+=—60 OG ofa TH ]2 
图 3.4 Ca 离子 以 不 同 模式 运输 的 电化 学 电位 方 种 
3.5 离子 .弱酸 与 弱 碱 的 均衡 分 布 


当 AGH0, BAZ, .,=Olt, BSRRBS 4} Fe (ion distri- 
bution) 处 于 平衡 态 。 此 种 条 件 下 的 电化 学 方程 式 为 ; 
ABn,= 0 =mAYp—2,3-~ log, oe LX) (83.28) 
变换 后 即 得 出 Nernst 方程 ， 
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R Ex 3h)” 


T 
Ap= 2,3 天 loki oF yaraT ( 式 3 .29) 


所 以 ,一 种 离子 可 以 达到 跨 膜 电化 学 平衡 而 无 须 使 其 在 膜 两 
侧 的 浓度 均等 反之 ,尽管 ( 膜 两 侧 的 ) 质 子 处 于 电化 学 平衡 态 ， 
亦 可 能 有 跨 膜 电 位 存在 。 

对 于 任何 一 个 特定 的 膜 来 说 , 膜 电位 都 是 一 个 不 受 部 位 
限制 的 参量 。 所 以 , 由 于 一 种 离子 移 位 而 产生 的 膜 电位 将 影 
响 分 布 在 膜 两 侧 的 所 有 离子 的 电化 学 平衡 。 例 如 由 于 质子 移 
位 而 产生 的 膜 电位 就 可 以 通过 第 二 种 离子 来 检测 。 假 如 这 第 
二 种 离子 只 能 以 简单 的 带电 单一 运输 的 方式 通过 膜 , 那么 它 
将 会 重新 分 布 ,直至 平衡 得 以 恢复 。 由 此 形成 的 离子 分 布 状 态 
使 膜 电位 可 由 式 3.29 求 出 。 这 是 测定 大 多 数 能 量 转换 细胞 器 
A 乡 值 的 原理 ( 见 第 4.2 节 )。 图 3.5 说 明 , 平 衡 离子 分 布 是 随 Ay 
而 变化 的 。 

一 个 电 中 性 可 涂 透 物质 不 受 Ay 影 响 , 当 它 的 浓度 梯度 为 
零 时 就 处 于 平衡 .弱酸 和 弱 碱 ( 即 p 开 /在 3 一 11 之 间 ) 经 常 以 不 


0 60 120 180 
AY(mV) 


图 3.5 ”能 通过 单一 运输 透 过 膜 的 离子 Xm” + 的 平衡 分 布 因 膜 电位 以 及 
该 离子 所 带电 荷 的 函数 


带电 和 荷 形式 渗透 跨 过 膜 ,而 离子 形式 物质 ,尽管 远 比 中 性 物质 
的 量 大 得 多 ,也 仍 是 不 渗透 .如 pH 梯度 跨 膜 存 在 , 那 Henmde- 
rson-Hasselbalch 方程 要 求 离子 化 物质 的 浓度 必须 不 同 ， 
而 跨越 膜 的 不 带电 荷 物 质 的 浓度 是 相同 的 。 

总 之 ,弱酸 阴离子 会 在 酸性 部 分 趋 于 高 浓度 ,而 质子 化 的 
碱 则 在 碱 性 部 分 集聚 。 这 一 原理 在 测定 跨越 能 量 转 换 膜 的 
Ap 瑟 值 时 被 广泛 地 运用 ( 见 第 4.2 节 )。 


a .弱酸 外 | “| 内 
5 > > 
H+ + Ay == HAy HA, == Hy + Ag 


WOR Pi oh oy BR DK A248 a, 


pew (Hn [Aon -[H]a (AT 
[HA], [HA] , 


在 平衡 时 , [HA] y =[HA] 4 
PTH") q/TH*1_ =LAIy ATs 


b. im 外 内 


k= [H*]* [Bly [H*]q (Bla 
= (BH), (OH Tas 


在 平衡 时 )[B] 外 =[B) 4 
* LH*} y/LH ] y =[BH*] ,/[BH"] 4 


图 3.6 电 中 人 性 膜 可 通 透 弱酸 与 弱 碱 的 平衡 分 布 是 人 HR 
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3.6 JRL. weir, Donnan 
电位 及 表面 电位 


总 相 膜 电位 (bulk-phase membrane potential) (Bf 
跨 膜 电位 差 ) 可 以 由 三 种 方式 产生 。 第 一 种 ,是 通过 调控 一 种 
Hi SLES TR (electrogenic ion pump), RATER RHR 
ARE 5 — Pe le RY — 1 A, $B ar AE BS BAB 
离子 (对 膜 的 ) 通 透 性 不 同 , 通 透 性 高 的 就 会 先 于 其 抗衡 离子 
(counter-ion) 扩 散 过 膜 ,从 而 产生 扩散 电位 。 能 量 转换 膜 可 
能 会 产生 扩散 电位 ,例如 在 统 氢 霉 素 存 在 下 加 入 K* BF Cb 
图 4.7)。 在 真 核 细 胞 质 膜 中 ,由 于 通常 运输 过 程 较 慢 , 故 能 在 
数 小 时 内 维持 一 定 的 扩散 电位 , 与 之 相 比 在 能 量 转换 细胞 器 
中 ,扩散 电位 由 于 平衡 离子 的 运动 则 常 是 瞬 变 的 。 

有 时 若 平衡 离子 是 完全 不 通 透 的 ;扩散 电位 会 出 现 少 有 
的 特例 。 在 能 量 转化 细胞 器 中 由 于 内 部 蛋白 (internal pro- 
teins) 及 磷脂 的 "被 固定 的 "负电 荷 ( fixed” negative char- 
ges) 会 导致 这 种 情况 。 结果, 当 细 胞 器 被 悬浮 在 低 离 子 强度 
介质 中 时 较 活 动 的 阳离子 就 倾向 离开 该 细胞 器 ,直到 户 发 为 
电位 与 阳离子 浓度 梯度 达到 平衡 为 止 ， 这 就 是 静态 Donnan 
电位 。 

Donnan 电位 和 扩散 电位 是 两 种 可 以 被 多 种 技术 检测 出 
来 的 .真实 存在 的 总 相 电位 (bulk-phase potential) .但 是 必 
HIER OB Ad MIE AAG. 中 的 一 部 分 。 对 这 个 问题 的 
忽视 曾 在 某 些 方面 造成 混淆 ( 见 Tedeschi ,1979)。 因 此 , 晤 浮 
在 含有 纺 所 霉 素 (第 2.5 节 ) 与 ECCR( 第 2.5 节 ) 的 蔗糖 液 中 的 
线粒体 ,由 于 基质 中 补偿 pH 梯度 (compensating pH gra- 
dient), Rwy, RAZ, HE, 仍 保持 静 态 Donnan 
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Ab 在 80mV 以 上 (Nicholls ,1974)。 当 存在 底 物 而 没有 ECCP 
时 ,A 录 只 是 有 限 地 增加 到 150mV ,而 AAy, WMA B 230 
mV, Ah, KF A 多 依赖 于 代谢 的 程度 的 讨论 (Tedeschi, 
1979) 与 化 学 渗透 假说 无 关 。 反 之 ,一 种 依赖 于 代谢 的 Ara; 
是 否 存在 的 问题 则 是 很 关键 的 。 

表面 电位 (surface Potential) 与 上 述 二 者 大 不 相同 ; 
由 于 能 量 转换 膜 的 表面 存在 被 固定 的 负电 荷 , 所 以 在 近 膜 区 
域 里 质子 的 浓度 高 于 本 体 溶 液 〈 图 3.7)。 但 是 和 AZ 证 并 不 受 
影响 ,因为 增加 的 质子 浓度 被 降低 的 电位 所 平衡 了 。 故 尽管 
膜 结 合 的 Ad 指示 剂 (如 光合 膜 的 类 胡 葛 下 素 ) 会 因 表 面 电位 
的 存在 而 受 影响 (第 6.3 节 ), 而 这 种 路 膜 的 质子 电化 学 电位 差 
Ay, 却 并 不 被 它 所 影响 。 


处 


图 3.7 在 近 膜 区 域 里 表面 电荷 对 膜 电位 .ApH 及 AzH+ 的 特性 的 影响 
ERM, 尽管 人 也 与 Ap 也 都 是 在 拿 近 膜 处 发 生变 化 , 质子 电化 学 
电位 并 不 被 表面 电荷 所 影响 。 这 录 明 即 使 是 华 近 或 结合 在 膜 R 面 
的 质子 也 是 与 本 体 溶液 处 于 化 学 平衡 之 中 的 . 
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在 光合 体系 中 ,Gibbs 能 量 的 最 初 来 源 是 电磁 能 的 量子 
或 光子 ( 它 能 为 光合 色素 所 吸收 )。 单 个 光子 所 具有 的 能 量 被 
定义 为 pv .这 里 的 1 是 普 朗 克 (Planck) 常数 (6.62X10 “了 
sec) ,v 是 辐射 频率 (s-1)。1 个 光子 可 与 工 个 分 子 作用 ,所 以 
N 个 LN 为 阿 伏 伽 德 罗 (Avogadro) 常数 ] 光子 将 与 1 mol 的 
分 子 相 作用 。 1 mol 光 子 的 能 量 为 ; 
E=Nhv=Nhc/\=120,000/AkI 2 AHH (503.30) 
这 里 c 是 光速 是 以 am 作 单 位 的 波长 。 如 在 图 3.8 中 可 看 
到 的 ,甚至 吸收 1 mol 的 红 光 (600nm) 都 可 以 做 200kJ- tmol-1 
0) 这 与 在 生物 力 能 学 中 遇 到 的 Gibbs 能 量变 化 很 相似 . 


300 


8 


E (F#H, ZRMIA-1) 
8 


400 450 500 550 600 650 700 
A(nm) 


3.8 1Einstein 光 子 所 具有 的 能 量 是 波长 的 函数 


3.8 ”生物 能 量 的 互相 转化 


Gibbs 能 量 在 前 面 的 章节 中 所 讨论 过 的 那些 不 同形 式 间 
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的 互相 转化 是 化 学 渗透 能 量 转换 的 关键 步 又 。 一 些 较为 重要 
的 转换 作用 都 总 结 在 表 3.4 中 了 .平衡 热力 学 可 以 回答 下 述 问 
i. 〈i) 某 转换 作用 是 否 处 于 平衡 (AG== 0 )?(ii) 转 换 作用 会 
朝 什 么 方向 进行 ?(iii) 某 转换 作用 的 化 学 定量 是 什么 ( 当 达 到 
平衡 时 ,可 算出 AC=0).。 此 外 ,平衡 热力 学 参数 在 不 可 逆 热 力 
学 形式 中 前 适用 性 是 有 限 的 (这 将 在 第 3.9 节 中 谈 到 ) AW 
近 平衡 过 程 能 通 量 (energy flux ) 的 速率 是 一 种 由 平衡 态 值 
计算 出 来 的 热力 学 非 平衡 态 函 数 ; 

为 了 计算 一 个 特定 的 互相 转化 作用 中 的 全 部 Gibba Ae Ft 
变化 ,必须 将 各 个 组 份 都 用 相同 的 单位 来 表示 .Gibbs 能 量变 
化 是 最 基本 的 单位 (用 J+ mol-1) ,而 氧化 还 原 电 位 和 电化 学 
电位 梯度 多 用 电位 单位 。 因 此 常 通 过 除 以 法 拉 第 常数 (Fara- 
day constant ,了 上 ) 将 非 氧化 还 原 反应 的 Gibbs 能 量变 化 换 
算 成 电学 单位 : 

AG/F= AG’ /F+2,.3RT/F: logy)’ (383.31) 
因此 , 假如 一 个 反应 的 表 观 质量 -作用 率 离开 平衡 点 一 个 数量 
级 大 小 ( 式 3.4) ,那么 5.7kJ.mol-1 的 目 由 能 变化 即 相 当 于 
59mV。 在 表 3.4 中 规定 了 几 种 转换 作用 的 平衡 条 件 . 


3.4 几 种 化 学 渗 迁 能量 转换 作用 的 平衡 条 件 
(a) Fa CE PE Fk SY AFR 
2M4E,.=n Aftyt 
这 里 的 ”是 所 考虑 的 氧化 还 原 量 距 (redox span) H*+/2e~ 
的 化 学 定量 。 注 意 ， 只 有 当 限 定 这 一 氧化 还 原 量 距 的 两 个 氧化 
还 原 电 倡 都 位 于 同一 区 间 (compartment) 时 ,该 方程 才 有 效 
(Walz,1979)。 
(b)ATP & ABS 
AGP(A) =n ‘Anis 
AGP (Sp) = (n/+1) Aun 
iain + /ATP Ree ER, AGP(A) BAM 
体 基质 中 的 磷酸 化 电位 ， 而 ACGPp( 外 ) 则 是 指 在 线 粒 外 的 磷酸 
化 电位 。 对 腺 苷 酸 和 无 机 磷 CPi) 跨越 线粒体 内 膜 的 运输 造成 
了 它们 之 问 的 差别 (第 7.6 节 )。 


Ay Fy ABE SAG Py HEF 4} Bo a 
细胞 器 就 常 可 能 由 于 简单 地 抑制 了 随后 的 反应 步 又 而 使 了 互 变 
作用 达到 真实 平衡 。 例 如 ,经 分 离 得 到 的 线 粒 栖 因为 没有 人 寿 
何 线粒体 外 ATP 酶 活性 , 故 能 在 AZ 和 ATP/ADP+Pi 反 
应 间 达 到 平衡 。 在 这 种 条 件 下 可 以 计算 热力 学 定义 下 的 化 学 
定量 关系 (第 4.4 节 )。 


3.9 不 可 逆 热 力学 的 应 用 
综述 Rottenberg,1979b, Westerhoff 与 van Dam,1979 


经 典 平衡 热力 学 可 以 预示 某 一 能 量 转换 步骤 达到 平衡 的 
条 件 , 进 而 预示 平衡 被 打破 后 该 过 程 可 能 进行 的 方向 ,但 是 却 
不 能 预示 进行 的 速率 。 非 平衡 热力 学 (或 称 不 可 道 热力 学 ) 局 
限 性 较 小 。 它 可 以 将 净 能 量 转换 速率 与 热力 学 非 乎 衡 态 联系 
起 来 。 此 外 ,还 可 用 于 建立 一 组 方程 式 来 推导 流量 .电位 以 及 
电子 传递 、 质 子 移 位 与 ATP 合 成 的 相互 作用 。 电 子 在 电路 中 
的 流量 可 由 同样 方法 推导 出 来 , 这 就 是 为 什么 质子 循环 具有 
电学 相似 性 的 缘故 (但 只 限于 单一 方向 的 质子 流 ). 

对 不 可 道 热力 学 形成 的 讨论 已 超出 了 本 书 的 范围 ,但 
无 论 如 何 懂得 这 个 领域 是 重要 的 , 它 的 许多 处 理 方 法 将 会 用 
到 。 

在 近乎 衡 条 件 下 ,通过 一 个 生物 力 能 学 过 程 的 净 流 量 7 是 
a Fj AR Gibbs 能 量 差 的 函数 。 在 近 平 衡 条 件 下 ,流量 与 亲 
合 性 通过 系数 碟 线 性 相关 , 即 

JJ 一 工 .4 

在 一 个 离子 经 简单 的 单一 运输 机 制 被 跨 膜 运 输 的 情况 下 , 亲 
合 性 与 电化 学 电位 差 ( 用 与 亲 合 性 相同 的 单位 表示 ) 相 等 ; 
J=L-Ai 


«BT 


lan RT ARE BP. 

J = Ly, ALY, 
即 质子 渗 漏 的 量 一 定 与 AZa+* 是 线性 相关 的 。 在 活 透 过 程 中 ， 
在 远离 平衡 的 情况 下 该 方程 仍然 有 效 , 但 是 对 化 学 反应 则 不 
适用 。 

对 于 紧密 个 联 的 双 离子 跨 辜 同 向 运输 

J4 一 和 (AZ 十 Ap) 
例如 对 于 由 大 肠 杆菌 乳 糖 通 透 酶 催化 下 的 质子 ;乳糖 同 向 运 
输 ( 第 8.5 节 )， 


Tat =L( Aly yp + ABs) 


这 意味 着 只 要 AA, BEAN, BAA BA Wa AY FA 
化 学 电位 梯度 被 运输 。 

对 于 化 学 计量 为 对 的 离子 泵 ,如 ATP 合成 酶 ,离子 和 化 
学 流量 是 相关 的 ,因而 ; 


JArzp 一 LArp(4Arp 十 ANr+) 
.JJ y= JS arp 


Per Z , WAT HE yh Ee PR FE A AT SE OF 
态 成 比例 的 。 

线粒体 具有 可 归属 于 呼吸 链 、ATE 合成 酶 及 膜 质 子 渗 沁 
电导 性 的 质子 流量 , 它 如 同 沿 呼吸 链 流 动 的 电子 流量 及 和 ATP 
合成 的 流量 一 样 ,能 够 用 同样 的 方程 式 来 描述 。 每 种 流 量 相 
应 于 一 定 比 例 常 数 的 产物 及 该 步骤 的 Gibbs 能 量 差 。 

这 些 方程 式 若 重要 的 应 用 是 推导 有 外 部 渗 漏 发 生 ( 这 几 
乎 是 不 可 避免 的 ) 的 实验 中 , FB iG ATP 合成 的 实 实 化 
学 计量 关系 ( 见 van Dam 等 ,1980)。 
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神色 脂肪 组 织 CBAT) AHARN MEA BA TRE ER (如 GDIE) — 
堵 住 的 漏 河 。 这 是 使 脂肪 酸 被 氧化 成 醋酸 而 产生 热 的 生 热 机 制 的 一 部 分 . 
Ci- 的 可 渗透 性 仍 是 一 个 疑问 (第 4.5 节 ) 
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4 化 学 渗透 质子 回路 
4.1 引 局 


在 第 一 章 中 曾 介绍 了 与 带 有 ATP 合成 酶 的 初级 AB, R 
生 需 相关 的 质子 回路 。 本 章 讨论 那些 在 较 广 的 范围 内 .在 体 
外 亦 可 发 生 的 化 学 渗透 能 量 转换 作用 中 的 质子 回路 的 功能 。 
也 将 痢 述 质子 回路 及 相应 的 电 回 路 间 极 大 的 相似 性 ( 见 图 
1.3), 这 不 仅 是 由 于 模型 的 简化 , 而 且 也 是 由 于 在 两 种 回路 
中 的 能 量 流动 都 遵循 相同 的 规律 (第 3.9 节 )。 

在 电路 中 ,电位 差 (伏特 ) 和 电流 (安培 ) 是 两 个 最 基本 的 
参数 ， 为 了 测定 这 两 个 功能 ,要 导出 一 些 其 他 的 因子 ,如 能 量 
传送 率 (rate of energy transmission, 瓦特 ) 或 回路 组 份 
的 电阻 (欧姆 )。 图 4.1 表 示 了 一 个 简单 的 电学 回路 以 及 一 个 
类 似 的 .跨越 线粒体 内 膜 的 质子 回路 (跨越 光合 成 膜 工 作 的 质 
子 回 路 更 为 类 似 )。 在 一 个 断 开 的 回路 中 (图 4.1ta) ,电位 达到 
最 大 值 , 但 没有 电流 ,因为 由 这 个 电池 产生 的 氧化 还 原 电 位 差 
从 好 被 电位 的 反 向 压力 (back-pressure) 平 衡 了 。 在 电池 中 
的 氧化 还 原 反应 与 电子 流 的 紧密 偶 联 阻止 了 任何 化 学 反应 的 
发 生 ， 就 线粒体 来 说 , 当 呼 吸 链 释放 出 的 质子 无 法 重新 回 到 
基质 中 去 时 ,质子 回路 是 断 开 的 。 在 这 种 条 件 下 ,如 同 在 电学 
回路 中 一 样 , 跨 膜 电 位 达到 最 大 ,跨越 能 量 转换 膜 呼 吸 链 区 域 
的 氧化 还 原由 位 差 (第 5 .3 节 ) 与 质子 电化 学 电位 (考虑 到 转换 
作用 的 He/e 化 学 计量 关系 , 见 第 3.8 节 ) 处 于 平衡 。 因 为 氧 
化 反应 是 与 质子 的 妊 放 紧 密 偶 联 的 , 所 以 在 这 种 条 件 下 不 存 
在 呼吸 作用 ， 

在 图 4.1b 中 ,电学 回路 和 质子 回路 都 在 正常 运转 并 在 做 
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有 用 功 .其 电位 较 断 流 条 件 下 稍 小 ,因为 使 电池 和 呼吸 链 得 以 
运转 的 净 驱 动力 乃 是 有 效 的 氧化 还 原 电位 差 与 回路 电位 间 微 
小 的 不 平衡 状态 。 电 池 的 “内 阻 " 可 以 从 用 于 维持 一 定 电流 的 
电位 降 计 算出 来 。 相 似 得 很 , 呼吸 链 的 “内 阻 ”也 可 以 推测 出 


来 ,而 且 发 现 它 很 低 ( 第 4.5 节 )。 
anh 电学 模型 
OD» 


= doc gee ete 
NN | teres 


a. Be BRS CRE). A (Aue) RX 


b 电路 接 通 。 电 流 流动 (呼吸 作用 发 生 )。 做 有 用 功 (合成 AIE) 


C. 诱发 短路 , 耗 散 能 量 , 电势 低 , 电流 (呼吸 作用 ) 襄 
图 4 .1 线粒体 质子 回路 与 电路 相 类 人 


ak ef Fe BEY LH 
WAAL BSC PEL Le), SACRE ie TL oF TT 78 AE A 
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功 ,能 量 以 热 的 形式 被 消耗 着 。 在 质子 回路 中 通过 各 六 质子 移 
位 体 ( 第 2.4 节 ) 可 以 实现 回路 的 解 偶 联 ,使 呼吸 作 用 发 生 , 却 
没有 相应 化 学 计量 的 ATP 合 成 . 
把 呼吸 链 看 成 一 个 简单 的 “质子 "发 生 器 (generator of 
“proticity”) 是 过 于 简化 了 。 因 为 这 个 链 是 由 三 个 运转 的 
质子 泵 所 组 成 ,从 质子 回路 上 看 它们 是 并 联 的 ;从 电子 流 上 看 
它们 又 是 串联 的 (图 4.2)。 第 5 章 将 对 呼吸 链 作 详 细 讨 论 , 在 
这 里 只 是 把 它们 简单 地 作为 “黑箱 ”来 处 理 。 应 注意 ,电子 是 
可 以 从 各 个 质子 泵 的 间隙 处 被 引入 或 移出 的 , 故 各 质子 泵 都 
可 以 被 分 离 并 加 以 研究 . 


_- -NADH/NAD* 


图 4.2 线粒体 呼吸 链 由 三 个 质子 泵 组 成 , 从 质子 回路 上 看 这 些 泵 是 并 
联 的 , 而 从 电子 流 上 看 它们 则 是 串联 的 


4.2 质子 电化 学 电位 的 测量 
综述 Kottenberg, 1975,1979a;Fillingame 1980 


质子 电化 学 电位 的 定量 测定 对 化 学 渗透 理论 来 说 相当 重 
要 ,因为 在 没有 足够 的 AZ&rs 的 情况 下 单纯 论证 净 AIE 合 成 ， 
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EIB NY, 质子 电化 学 电位 也 是 能 量 转化 细 
胞 器 中 存在 的 “能 化 "状态 的 最 直接 的 和 定量 的 指示 剂 . 

AZ1zr; 检 测 技术 包括 分 别 测定 Ay 和 ApH (第 3.5 节 )。 
A 多 可 以 直接 测定 , 即 根据 平衡 状态 下 某 种 可 经 带电 单一 运输 
透 过 膜 的 离子 的 浓度 梯度 差 (第 2.3 节 ) ,应 用 Nernst 方程 
( 式 3.30) 计 算得 出 ;或 者 利用 某 种 离子 梯度 所 产生 的 扩散 电 
位 (diffusion potential, 第 3.6 节 ) 去 标定 Ab 的 光谱 学 指示 
物 来 测定 。ApH 一 般 是 从 电 中 性 渗透 的 弱 酸 和 弱 碱 (第 3.5 
节 ) 的 平衡 分 布 计算 得 来 的 。 
必须 十 分 呵 异 地 选择 适宜 的 指示 剂 , 为 了 测定 A% ,首先 ， 
积 聚 的 离子 必须 带 有 恰当 的 电荷 [相对 于 介 质 来 说 ,假如 内 
部 为 负 ( 如 线粒体 ) 则 用 阳离子 ;内 部 为 正 (如 超声 得 到 的 亚 线 
粒 体 颗 粒 . 载 色 体 .叶绿体 ) 则 用 阴离子 ]。 其 次 , 应 选 择 不 结 
合 的 或 者 其 活性 系数 容易 算出 的 指示 剂 ,以 便 有 可 能 计算 细 
胞 器 内 游离 指示 剂 的 浓度 。 第 三 ,该 指示 剂 必须 已 达 电化 学 
平衡 ,并 且 只 能 以 一 种 机 制 被 运输 。 第 四 , 指示 剂 对 梯度 的 影 
响应 该 尽 可 能 地 小 。 第 五 ,指示 剂 是 不 能 被 代谢 掉 的 。 

为 了 测定 ApH ,一 定 要 满足 上 述 条 件 。 但 是 当 细胞 器 内 
部 显 碱 性 时 可 积累 弱酸 作 指示 剂 ,而 内 部 呈 酸 性 时 可 积 累 弱 
碱 作 指示 剂 (第 3.5 节 )。 

二 种 指示 剂 一 卫 达 到 了 平衡 分 布 就 肯定 能 测 出 ， 这 可 以 
通过 从 培养 介质 中 迅速 分 离 细胞 器 ,通过 持续 监 测 指示 剂 的 
浓度 在 培养 中 因 离 子 积聚 而 降低 ,或 利用 指示 剂 在 细胞 器 内 
积聚 时 ,光谱 特性 的 变化 等 来 实现 下面 将 谈 到 这 些 技术 的 例 
子 。 


Williams 5K , Wilson 合 著 的 《实用 生物 化 学 原理 与 技术 》 一 书 , 科学 
出 版 社 , 1979， 北 京 . 
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1.2.1 用 离子 选择 性 电极 : MEA, 

综述 Rotterberg,1975,1979a;Skulachev, 1979 

首次 测定 线粒体 中 的 AZ, (Mitchell 和 Moyle 1969 ) 
是 用 pH 电极 和 Ks* 训 子 选择 性 电极 在 无 氧 的 线粒体 培养 液 中 
进行 的 (图 4.3)。 加 AGRA AERA WS GE KOR Ae 
4 — iz, MIM AcE O, HEA K * BSF BN AEE AH 
AY 值 ,根据 平行 的 He 排出 量 可 推算 出 ApH。 在 “断路 "条 件 
下 呼吸 无 ATP 合成 时 ,可 测 得 Azr, 为 288mV ( 表 4.1 中 的 
状态 4), 

表 4.1 呼 mm RR A 


呼吸 作用 
状态 1 BH 体 无 hk 物 无 ADP 低 
状态 2 线 H 体 无 底 物 ADP 低 
状态 3 Bm er 体 底 物 ADP 高 
状态 4 线 粒 体 底 物 ADP#R 低 
状态 5 线 ey kK JK 物 O, #F& 
状态 3 还 可 以 再 细 分 ， 


状态 3 ,。。: 通过 加 入 质子 移 位 体 获得 高 呼吸 作用 
状态 3 ApP: 通过 加 入 ADP 获 得 高 呼吸 作用 
状态 3 孝 : HARA, 以 有 限 速率 (生理 速率 ) 加 入 ADP 
状态 6 ”是 指 在 无 可 渗透 的 阴离子 存在 ,而 Ca?#+ 的 积累 建立 了 高 人 pH 的 情况 
下 ,有 时 可 以 观察 到 的 被 抑制 的 呼吸 作用 


a .对 呼吸 状态 的 最 初 分 类 (Chance 和 Williams, 1956)。 . 


5kulachev 实验 室 建 立 了 一 种 很 接近 的 测 定 不 同 的 能 
量 转换 细胞 器 Ay% 值 的 方法 。 代 替 K“ 离 子 和 统 毛 霉 素 ,使 用 
了 一 系列 人 工 合成 的 阳离子 与 阴离子 ,它们 的 电荷 完全 离 位 ， 
而 且 被 疏水 基 团 所 屏蔽 ,使 得 这 些 带电 的 离子 能 够 透 过 双 分 
子 层 区 (第 2.5 节 )。 在 最 初 的 方法 里 ,培养 介质 中 离子 被 细胞 
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器 吸收 而 引起 HE BEAT TE Re, FE fe BR AB RC 1. 347) 
隔 开 的 也 含有 这 类 “>kulachev” 阳 离子 的 第 二 空间 来 测定 
的 。 该 合成 膜 两 侧 的 离子 浓度 之 差 所 引起 的 膜 电 位 可 以 由 一 
些 电极 从 测 出 来 ,它们 是 离 子 选择 性 电极 .这 种 技术 无 需 使 
用 KK" 离子 和 统 氨 霉 素 , 故 当 使 用 一 种 在 基质 中 的 浓 度 已 达 
100m mol/ 二 的 离子 时 ( 见 后 ), 就 减少 了 对 其 已 有 的 AY 的 “Ht 
制 ,并 引起 化 学 中 间 物 阳离子 泵 的 骨 溃 (第 1.4 节 )。 

目前 这 类 离子 中 有 些 已 有 用 效 射 性 同位 素 标 记 的 ,可 用 
于 A% 的 同位 素 测 定 。 


4.2.2 ”由 同位 素 分 布 推算 A% 和 ApH 
综述 Nicholls, 1974; Rottenberg, 1975, 1979; 
Ramos -+# ,1979 


利用 流动 透析 技术 (图 4.4) ,根据 放射 性 同位 素 的 平衡 分 
布 来 测定 Ay% 和 Ap 互 是 可 行 的 ,这 样 就 不 必 从 培 养 介质 中 分 
离 细胞 器 了 。 培养 液 中 指示 剂 的 浓度 可 由 它 通过 半 透 膜 进入 
介质 稳 流 中 的 速率 来 连续 监测 。 但 是 由 于 不 需要 将 细胞 器 分 
离 出 来 ,这 种 方法 与 前 面谈 到 的 电极 技术 在 灵敏 度 上 都 有 局 
限 人 性 。 在 大 多 数 培 养 液 中 , 内 部 空间 的 体积 要 比 培养 液 的 体 
积 小 三 个 数量 级 ,所 以 直接 测定 内 部 空间 离子 浓度 增加 的 方 
法 尽管 需要 进行 分 离 ; 要 比 测定 外 部 离子 浓度 下 降 灵 人 敏 得 
多 . 

一 种 有 效 的 分 离 技术 必须 十 分 迅速 ,以 防止 人 为 造成 指 
示 剂 的 重新 分 布 。 而 且 必 须 提 供 一 种 手段 来 测定 培养 介质 中 
的 残余 污染 。 硅 酮 油 离心 (图 4.5) 和 微 孔 过 滤 是 两 种 已 被 普 
遍 应 用 的 技术 ,它们 各 有 优点 。 硅 酮 油 离心 法 准确 (由 于 培养 
介质 污染 少 尹 但 是 耗费 时 间 。 微 孔 过 滤 法 准确 性 稍 差 \ 由 于 
滤 膜 承受 量 有 限 而 外 部 体积 大 ), 但 是 十 分 迅速 和 简便 。 无 论 
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用 哪 种 方法 ,都 需要 有 第 二 种 同位 素 作为 外 部 标记 物 ,以 便 对 
外 部 污染 做 定量 计算 。 表 4.2 列 出 了 用 来 检测 Ay 和 ApH Ay JL 
种 同位 素 化 合 物 . 


图 4.3“ 用 离子 选择 性 电极 测量 Ay 和 六 PH 
(a) 仪 器 《〈b) 测 定 基质 缓冲 能 力 〈c) 实 验  (d) 离子 的 运动 


线粒体 于 含有 天 稿 、 底 物 、 统 氨 走 素 和 低 浓度 Ke 离子 的 无 氧 介质 中 保温 培 
养 . 加 入 足够 量 的 H:O，, 使 呼吸 链 作用 达 3 分 钟 (保温 介质 中 含有 过 氧化 氢 酶 万 
质子 被 排出 (由 pH 电极 测 出 ), K+ 离子 被 吸收 (由 发 + 离子 选择 性 电极 测 出 ). 在 
顷 氨 移 素 存在 下 , K4 离 子 的 分 布 符合 Nernst 方 程 。 知 道 了 积 京 K4 离 子 的 基质 的 1 
体积 , 就 可 以 从 外 部 K+ 离 子 的 减少 计算 出 K+ 离子 梯度 . 

从 外 部 PH 的 降低 来 计算 ApH, 需要 基质 中 由 于 失去 质子 而 升 高 的 pH 和 值 、 
这 又 需要 知道 基质 的 缓冲 能 力 . 这 是 从 独立 的 在 无 氧 介质 中 加 入 HCL 的 实验 中 得 
到 的 ， 景 初 的 酸化 作用 可 用 来 测定 介质 的 缓冲 能 力 ; 接 着 , 由 于 质子 进入 基质 而 

有 一 部 分 衰减 ,最 终 状态 则 反映 了 介质 十 基质 的 缓冲 能 力 ， 
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pee ei 
9 培养 物 
ras 
, RAR 去 向 部 分 收集 器 


b. 实验 


cpm x 10"3 


时 部 分 序号 
图 4.4 用 流动 透析 法 测定 亚 线粒体 颗粒 的 Ay 
流动 透析 池 的 上 部 有 204 mol S14CN (作为 带电 的 可 通 透 EB 
离子 );NAD4、 乙 醇和 乙醇 脱 氨 酶 (作为 NADH- 再 生 系统 以 提供 底 物 ) 
以 及 限制 产生 人 Ap 互 的 酶 酸 盐 。 亚 线粒体 颗粒 (9S3MPs) 在 所 标志 的 位 置 
加 入 。9514CN 进 入 SMPs 使 得 培养 介质 中 同位 素 的 浓度 王 降 , 结果 使 跨 
越 透析 膜 的 扩散 速率 以 精确 的 比率 下 降 。 加 入 FECCP 和 破坏 了 AVy， 导 致 
同位 素 从 9MPEs 中 并 出 ,结果 使 得 跨越 透析 膜 的 渗 出 速率 增加 (AX 
源 于 Sorgato 等 ，1978)。 
4.2.3 A 罗 和 Ap 再 的 光学 指示 物 


综述 Waggoner,1976;Bashford 和 Smith ,1979 


4 200mV 的 Ay 即 相 当 于 跨越 能 量 转 换 膜 有 一 个 
300,000Y cm- 以 上 的 电场 。 茶 些 处 于 电场 中 的 天 然 膜 组 
份 因 而 会 改变 它们 的 一 些 光谱 特性 , 这 是 毫 不 奇怪 的 。 这 种 
电 色 作 用 (electrochromism) 是 因为 这 些 分 子 中 电子 能 级 外 
加 电场 imposed field) 的 影响 。 在 这 类 AY 的 内 在 探 针 中 
研究 得 最 广泛 的 是 色素 ,特别 是 光合 成 能 量 转换 膜 中 的 类 胡 
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yD 0 离心 后 
图 4.5 ARERR OM eAY 


FEAK+ ET SARASSORDOCRT. (Cl) - BURP, ¥. 
的 介质 中 , 按 希 望 的 条 件 培养 线粒体 。 样品 加 到 含有 硅 酮 油 的 小 离心 
中 , 在 10,000 g 离 心 1 分 钟 。 or mia ane 
烁 计数 , 同时 对 上 清 也 进行 计数 。 借 助 培养 物 中 的 ('4C) - 芒 糖 可 以 
计算 出 线粒体 团 粒 中 蔗糖 可 渗透 部 分 的 体积 (六 , ) ,这 可 以 给 出 由 培养 
介质 造成 的 基质 外 污染 量 。* 吾 ,O 可 渗透 体积 ( 斑 六 ) 与 矿 s 之 差 给 出 了 蔗 
糖 不 可 渗透 部 分 的 体积 ， 它 被 用 来 代表 基质 的 体积 (由 于 水 能 透 过 线 粒 
傅 内 腊 而 蔗糖 不 能 )。 假 如 线粒体 团 粒 中 的 表 观 及 +- 体 积 (六 >) 也 被 计 
算出 来 , 那么 从 Nernst 方程 即 可 推算 人 4: 


ee ee eee, OCs ee 
Ayp=59 log 10 (Jr 了 二 


Bh M(carotenoid) (46.347), AH h(a Ad) mI 
其 迅速 (ns 或 更 短 ), 并 且 能 使 光 反 应 中 的 初级 生 电 作用 随 之 
发 生 ( 第 6.2 节 )。 但 是 由 于 它们 是 结合 在 膜 上 的 , 故 其 局 限 性 
在 于 仅 能 对 它们 最 接近 的 环境 进行 探测 ， 由 于 表面 电 位 (第 
3.6 节 ) 的 影响 可 能 很 大 ，( 所 测 结果 ) 与 通过 分 布 技术 测 出 的 
本 体 膜 电 位 常 不 相符 。 

Ap Fl ApH Fh FereRRet (extrinsic probe) 需要 加 到 
保温 液 中 去 。 在 图 4.6 中 列 出 了 一 些 已 经 证 明 是 有 用 的 分 子 
的 例子 。 还 没有 任何 关于 外 在 性 探 针 能 象 内 在 性 类 胡 昔 小 夷 
一 样 起 作用 , 即 它 们 也 能 始终 附着 在 膜 上 并 随 所 应 用 的 电场 
而 改变 光谱 的 报道 。 实 际 上 ,虽然 外 在 性 探 针 对 于 追踪 AGA 
ApH 是 很 有 用 的 工具 ,但 它们 的 作用 机 制 却 还 是 有 争议 的 。 
其 共同 的 特点 是 , 当 探 针 结合 于 细胞 器 或 者 积聚 在 细胞 器 中 
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时 ,它们 的 吸收 光谱 或 荧光 发 射 光谱 都 要 发 生变 化 ， 这 样 , 不 
用 从 培养 液 中 分 离 这 些 细胞 器 就 能 知道 它们 的 量 。 由 于 这 类 
探 针 是 一 些 大 而 平 的 分 子 , 当 局 部 浓度 高 时 ,具有 形成 分 子 堆 
Se(stack) ine. CARER MEK S CAMRY HEH, H+ 
至 少 是 某 些 表 观 光谱 变化 的 原因 。 这 种 探 针 效应 的 复杂 性 表 
Ay AM ApH 以 外 的 多 种 因素 都 会 干扰 它们 ， 所 以 对 于 使 
用 探 针 的 条 件 必 须 极其 谨慎 地 加 以 控制 。 光 谱 效 应 必须 经 常 
校准 ,例如 以 在 撤 氨 霉 素 存在 下 由 已 知 跨 膜 & ET 产 
生 的 扩散 电位 (第 3.6 节 ) 作 参 虹 (图 4.7)。 


A. 六 离子 性 
1. 酚 藏 花红 


OO 
NH, NH 
4 2 


2. 花 青 染 料 ， 例 如 


OL prcrecr-c CH-CH=CH-CH “0 
1o 


B. 阴离子 性 
LOxonols, 例如 


> om 


o< apo -CH=CH-CH= ch- 人 N>o 


08 ‘R 


图 4.6 ”一些 膜 电位 的 光学 指示 物 


4.2.4 AZ 与 Ap 互 的 相对 贡献 
综述 Gromet-Elhanan, 1977 


图 4.8 归纳 了 与 调节 AZ, fe Ad Fl ApH ZZ BC 的 
有 关 的 几 个 因素 .从 * 非 能 化 的 "细胞 器 如 线粒体 开始 ,质子 泵 
的 抓 立 运行 导致 以 Ay 占 支配 地 位 的 Ap 的 建立 ， 就 线粒体 
来 说 , 膜 的 电容 量 是 每 净 传递 ln mol H*mg 蛋白 -1 ,跨越 腊 
即 建立 约 200mY 的 Ab。 基质 的 pH 缓冲 能 力 约 为 每 pH 单位 
20n mol H*mg 蛋白 -1 ,所 以 每 失去 ln mol H+ 只 会 使 基质 的 
pH 值 升 高 0.05 单 位 ( 即 一 60ApH=3mV) 。 因 此 99% 
Apr 将 会 以 膜 电 势 的 形式 存在 (图 4.8b)。 

ia AA, 的 建立 ,接着 就 是 带电 的 可 渗透 性 离子 的 重 
Bit ti (4. 8c), PME ABR TE PK * 离子 的 吸收 ,或 
Ca?* HY 388.44 ARIA RE AY, Mitt AZ, 降低 。 呼 
吸 链 响应 这 个 降低 了 的 Ad, RAS nS, ER RA pH 增 
加 。 由 于 基质 具有 pH 缓冲 能 力 ， 吸 收 20n mol K* (或 者 
10nmol Ca?*) ,将 通过 和 泵 出 20n mol H* 而 平衡 ,并 导致 建立 
约 ! 单 位 的 ApH( 一 60Ap 五 =60mVY)。 因 为 呼吸 链 只 能 使 总 
AZ 值 恢 复 到 和 以 前 一 般 大 小 ,这 就 意味 着 最 终 Ay HEL 
吸收 阳离子 以 前 低 大 约 60mVY。 因 此 吸收 阳离子 会 引起 由 
Ay ji] Ap 互 的 重新 分 配 。 这 个 降低 了 的 Ad ULB ix He ae 
下 的 阳离子 吸收 成 为 目 我 限制 的 ,因为 驱动 力 会 稳步 下 降 直 
至 达到 电化 学 平衡 ( 式 3.28)。 例 如 ,线粒体 以 Ca2+ 离子 吸 
收 交 换 质 子 的 泵 出 作用 被 限制 在 约 20n mol.mg-1! 和 蛋白 (第 
8.4 节 ) ,站 时 Ap 会 降低 约 120 mV (ii —6oApH3 jij), 

能 够 影响 Ay A ApH 相对 贡献 的 第 三 个 因素 是 电 中 性 
弱酸 与 弱 碱 的 重新 分 布 (图 4.8d) , 
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FCCP 
644= 
0.025 
(511-533 nm) 
= ae —— 
WREAK 琥珀 酸 盐 ATP 
(a) (b) (c) 


图 4.7 碱 性 藏 红 〈safranine) 作为 线粒体 Ay 的 指示 剂 

肝 线 粒 体 在 鱼 和 能 酮 存在 下 保有 温 以 抑制 呼吸 作用 (第 5.6 节 ).(a) 加 入 
MAREZDTWURSH 124mV 渗透 电势 ， 介 质 中 了 人 离子 浓度 为 0.96 
mol/L, 故 假 定 在 基质 中 可 达 120m mol/L。(b) 加 入 呼吸 底 物 琥珀 酸 可 
以 诱导 出 Ay， 而 质子 移 位 体 的 加 入 则 使 之 消失 。(c)Ay 由 ATP 水 
解 作 用 诱发 , 又 因 加 入 ATBE 合成 酶 抑制 剂 寡 霉 素 (第 7.2 节 ) 而 消失 . 培 
养 液 中 含 104 mol/L 碱 竹 藏 红 。 实 验 用 双 波长 光谱 仪 进行 《第 5.2 节 ) 

(数据 来 源 于 Akerman 和 Wikstrom, 1978), 


H+ CT pe 
O> le H*#ActeHAc it Oa" +Act 
K pi og Re Ke + SAB Sik eat 
a b © 


图 4.8 HAL + 在 Ay 和 人 ApE 间 分 布 的 因素 
。 去 能 化 的 线粒体 Ay=0 一 60ApE=0 Afig*=0 
b， 呼 吸 作 用 起 始 人 Ay 非 常 高 ”一 60ApzB 非 常 小 和 pa+ =220mV 
c， 随 Ab 而 产生 的 对 阳离子 的 带电 吸收 Ad 降低 二 60ApE 增 加 Ai 
变 成 220mV 
d. Fa Ap 而 产生 的 对 弱酸 的 电 中 性 吸收 Ap 增加 -一 60Ap 区 降低 
Abn® ER 220mV By He a AR AE 


Palin, Xt PAS FARR Pe AE) ApH, 随后 的 弱酸 吸收 作 用 
BFE RA DH, IF RIT ME KR Av, Ri, TERT APA 离 
子 都 被 大 量 地 积累 的 情况 下 ,会 引起 基质 渗透 性 膨胀 《第 2.7 
节 )。 但 是 当 阳 离子 和 阴离子 分 别 是 Ca2* 和 Pi 时 不 会 发 生 
这 种 现象 , 因为 它们 会 形成 一 种 非 渗 透 性 的 活性 钙 磷 复合 物 ， 
从 而 防止 了 内 部 活 透 压 的 增加 (第 8.4 节 )。 

从 上 面 的 讨论 可 以 清楚 地 看 出 , Ad Al ApH fy 48 a 
是 离子 .弱酸 或 弱 碱 , 如 果 不 注意 的 话 , 它们 本 身 就 会 影响 所 
村 测定 的 真实 的 梯度 .在 有 统 氨 霉 素 存 在 时 就 更 是 如 此 ,因为 
这 种 离子 载体 调动 基质 的 高 内 源 民 ” 离子 ,结果 Ad SPR Al 
在 初始 K* 离子 梯度 下 的 值 。 当 使 用 kulachev” 阳离子 如 
TEMP 时 ， 这 种 危险 较 小 ,这 类 离子 可 以 在 十 分 低 的 浓度 下 
使 用 . 

表 4.2 归纳 了 一 些 不 同 能 量 转换 膜 的 典型 的 Ap 和 ApH 
{Ai 


4.3 ”呼吸 链 质子 排出 的 化 学 定量 计算 


综述 Papa,1976; Mitchell ,1979, Reynafarje 等 ， 
1979; Wikstrom#eKrab, 1980 


在 稳 恒 状态 (steady-state) 下 不 能 直接 测定 呼吸 链 产 生 
的 质子 流 ， 因 为 此 时 排出 的 质子 被 重新 进入 的 质子 正好 平衡 
了 , 故 无 法 检测 出 质子 流量 。 但 是 在 质子 重新 进入 之 前 ,伴随 
着 呼吸 作用 起 动 的 最 初 的 质子 逐 出 是 有 可 能 测量 到 的 。 通过 
向 存在 着 底 物 的 无 氧 线粒体 悬浮 液 中 准确 地 加 入 少量 的 O，， 
并 用 迅速 响应 的 PH- 电极 监测 质子 流出 量 , 则 有 可 能 获得 该 
底 物 与 0 之 间 在 这 段 呼吸 链 的 H"*/O 化 学 定量 关系 。 图 
4,9 列 出 了 这 种 实验 的 操作 细节 ,为 了 得 到 精确 的 结果 , AIL 
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件 事 必须 谨慎 。 首 先 ,应 具有 阳离子 通 透 性 ,这 样 质子 排出 作 
用 才能 得 到 电荷 补偿 ;防止 Ad 的 建立 ,否则 它 会 阻止 质子 HE 
一 步 排出 (第 4.2 节 )。 其 次 ,90， 的 加 入 量 必 须 很 小 /以 防止 
Ap 互 达 到 饱和 量 。 第 三 , 无 论 呼吸 作用 的 “脉冲 ”多 么 迅速 ; 
低 的 质子 通 透 性 总 会 使 一 些 质子 在 突 发 的 呼吸 作用 完成 之 前 
就 已 经 反 向 渗透 过 膜 ( 所 以 检测 不 到 ) ,因此 应 当 考 虑 到 这 些 
质子 的 影响 。 假 如 在 瞬间 注入 O. 的 过 程 中 使 PE CETUL 
总 是 在 线粒体 制剂 中 存在 着 ) 重 新 进入 线粒体 , 这 个 间 题 会 更 
大 。 在 大 多 数 线粒体 中 ,H*/Pi 协同 运输 作用 《第 7.6 节 六 非 
HK, HTBSH ApH 所 引起 的 Pi 吸收 作用 导致 质子 向 
基质 中 运动 , 因而 对 也 */O 化 学 计量 关系 估算 不 足 . N-ZH 
马 来 酰 亚 胺 (N-ethyl maleimide) 对 该 协同 运输 作用 的 抑 
制 会 极 大 地 增加 表 观 H*/O 比率 (Brand 等 ,1976; Moyle 和 
Mitchell,1978a)， 0 一 脉冲 注入 技术 (O.-pulse techni- 
que) 可 以 有 两 方面 的 改进 。 第 一 ,可 以 使 用 O: 以 外 的 其 他 电 
子 受 体 以 便 选 择 出 呼吸 链 上 有 限 的 一 部 分 ,在 这 一 部 分 中 不 
涉及 H+/O 比 ,而 只 使 用 H+*/2e 比 。 第 二 ,可 以 测定 电荷 间 的 
化 学 计量 关系 (q+/O 或 q*/2e-) , WIAA K* 运动 的 定量 
计算 来 得 到 质子 的 化 学 计量 关系 .尽管 除 世 "和 天 ”以 外 无 其 
他 种 离子 通过 膜 ， 电 荷 化 学 计量 与 质子 化 学 计量 并 非 同义词 
( 见 图 4.10)。 

向 耗 尽 底 物 的 线粒体 悬 液 中 加 入 底 物 时 ,测定 其 呼吸 HE 
用 及 质子 排出 的 初始 速率 ,是 确定 耳 */O 比 的 另 一 种 可 供 选择 
的 方法 (Brand 等 ,1976 )。 

用 这 类 方法 测 钠 的 任何 化 学 计量 都 必须 满足 热力 学 的 严 
格 要 求 ,换言之 ,在 质子 电化 学 电位 中 所 保留 的 能 量 只 能 处 于 
质子 移 位 区 氧化 还 原 跨 度 所 规定 的 限度 内 。 此 外 ,已 知 复合 
体 工 和 复 台 体 下 的 质子 移 位 区 是 处 于 近 平 衡 状态 , 因 为 它们 
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| 
-一 标定 (无 氧 HCI》 


mule 0) 
i 


(tt) 
Na” 
HPi~H* +P}. (11) 


离子 运动 

we K okt 

| | HH 
H*> Pi=HP 


& 。 需 氧 相 “b . KAM, SApH 衰减 有 关 的 因素 


图 4.9 ,用 氧 脉 冲 注入 技术 测定 线粒体 的 H+/O 比 


所 用 装置 与 测定 人 Ar+《〈 图 4.3) 的 装置 相同 , 但 是 不 用 钾 电 极 。 浓 缩 的 线 
粒 体 悬 浮 液 在 无 氧 条 件 下 , 在 含有 底 物 SRSARBRE KCl 的 低 缓 冲 介 质 中 
保温 , p 末 电极 必须 反应 迅速 。 小 量 的 饱含 空气 的 (含有 约 5a mol O me" SA) 
介质 被 迅速 注入 以 开始 瞬间 反应 。 由 于 呼吸 链 作用 2 一 3 秒 钟 , 同时 用 尽 所 加 入 的 
9:, 故 介质 中 会 出 现 迅 速 的 酸化 作用 .为 防止 Ay 的 建立 必须 有 妥 氨 霉 素 审 长 生存 
在 ,否则 人 Ay 会 抑制 质子 的 进一步 排出 . 0: 耗 尽 后 , 随 着 质子 渗 漏 回 到 基质 中 去 ， 
PHAR. 这 种 衰减 可 以 由 以 下 原因 引起 : (i 膜 对 质子 的 通 透 性 , 在 衰减 状态 
加 入 ECCE, 加 速 衰减 ; (ii) 内 源 性 Nay/HY4 反 向 运输 ， (iii) 电 中 性 Fi 的 进入 (第 
7.5 节 六 必须 用 外 推 法 对 曲线 进行 修正 , 以 便 在 9: 被 消耗 之 前 使 质子 重新 进入 。 
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4.10 呼吸 链 中 质子 与 电荷 的 化 学 计量 关系 


模 型 a 模 型 

H+/2e— q+ /2e- H+ /2e7 q+ /2e— 
Rat I 2 2 3 3 
复合 体 II 4 2 4 2 
复合 体 IV 0 2 2 4 
琥珀 酸 -O， 4 4 6 6 
NADH-O, 6 6 9 9 


注意 , q4/2e 涉及 电荷 跨 膜 运动 ， 质 子 与 电子 二 者 都 考虑 到 了 。 构 象 模型 的 
化 学 计量 是 解说 性 的 而 不 是 确定 性 的 。 


— a 


能 够 很 容易 地 被 反 转 。 因 此 ,在 知道 AE (583.899) 和 Aun, 
的 组 分 后 ,这 些 区 域 的 近似 化 学 计量 关系 就 能 够 从 纯 热力 学 
的 基础 上 被 推导 出 来 。 

呼吸 链 质 子 移 位 区 的 明确 的 本"*/2e -化 学 计量 关系 的 重 
要 性 ,在 于 它们 可 用 于 检验 质子 移 位 机 制 的 模型 .Mitchell 提 
出 的 直接 基 团 移 位 机 制 中 (第 1.4 节 ) ,质子 被 排出 是 由 于 电子 
从 (HT 十 e-) 载 体 转移 到 了 e- 载 体 的 结果 .对 于 每 一 个 回路 ,该 
机 制 都 需要 精确 的 2H*/2e- 化 学 计量 关系 (图 4.10).。 这 个 直 
接 机 制 也 提出 了 一 些 结构 上 的 要 求 ,将 在 第 5.4 节 中 谈 到 . 

用 O: 一 脉冲 注入 技术 对 NADH 一 O。 和 琥珀 酸 一 9， 的 
H+/O 比 的 早期 测定 (Mitchell 与 Moyle,1967a) 所 得 到 的 
值 , 与 用 直接 机 制 预测 的 值 是 接近 的 (在 图 4.10 中 分 别 是 6 
和 4) 。 然 而 ,由 于 发 现 能 抑制 H/Pi 同 向 运输 的 N- 乙 基 马 来 
MEW (OLE) 会 增加 观察 到 的 化 学 计量 关系 ,这 就 引起 了 激 
烈 的 争论 。 

假若 H*/2e- 化 学 计量 关系 太 高 以 至 不 能 用 直接 回路 机 
制 来 说 明 的 话 ,那么 只 好 提出 构象 泵 (conformational pu- 
mp) 机 制 (第 5.4 节 ); 这 样 的 建议 与 回路 假说 (loop hypot- 
hesis) 相 比 , 它 的 假设 难以 验证 ,因为 该 机 制 能 够 被 设计 来 解 
释 任 何 观察 到 的 化 学 计量 关系 。 图 4.10 中 给 出 了 回路 机 制 
和 构象 泵 机 制 的 相关 的 性 质 。 由 于 对 精确 的 数字 多 有 分 歧 意 
见 , 故 给 出 的 都 是 折衷 的 数据 。 应 当 注 意 的 是 ,这 两 种 机 制 对 - 
复合 体 下 都 预测 出 了 相同 的 化 学 计量 关系 ,但 是 构 象 模 型 使 
得 复合 体 玉 有 可 能 多 转移 两 个 质子 (第 5.9 节 ) ,大 概 复合 体 T 
也 多 转移 了 一 个 质子 (第 5.6 节 )。 
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4.4 ATP 合 成 酶 质子 吸收 的 化 学 计量 


综述 Mitchell 和 Moyle,1968; Moyle 和 Mitchell, 
1973,;Brand,1977 


ATP 合成 酶 合成 一 个 ATP 所 转移 的 质子 的 数目 ， 可 以 
通过 测定 已 知 小 量 ATP 水 解 中 的 退 闻 质子 排出 量 ,， BR ep 
过 在 平衡 条 件 下 ATP/ADP+Pi & WP AB MAGS 的 热 
力学 分 析 来 计算 。 这 种 瞬间 技术 与 9; 一 脉 冲 注 六 法 《第 4.3 
节 ) 类 似 , 不 过 是 用 ATP 而 不 是 9;。 但 存在 另外 一 些 问 题 ， 
一 是 ATP 酶 反应 的 本 身 会 产生 无 向 量 质子 《scalar proton) 

( 式 3.9) ;二 是 ATP 的 进入 和 ADBP 及 Pi 的 输出 又 会 产生 向 量 
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人 
NU +CCCP 
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4.11 WERE HF/ATPLET REAR - 
来 源 于 牛 心 的 亚 线粒体 颗粒 许 顷 氨 直 素 的 存在 下 于 低 缓 冲力 的 天 Cl 介质 中 
保温 .不 加 入 呼吸 底 物 。 存 在 2m mol/LMg’*+, 因为 ATE 是 以 Mg:+- 复 合 物 存在 
的 。 选择 6.1 为 初始 PH 以 便 无 向 量 质 子 从 ATP 的 水 解 中 释放 出 来 .基线 稳定 后 ， 
加 入 25n mol MgA TP. 在 寡 霉 素 存在 下 看 不 到 酸化 作用 , 但 是 在 一 种 质子 移 位 
体 CCCE 的 存在 下 , 会 发 生 暂 短 的 ald 5 Hinkle, 
1973), 


质子 (vectorial proton) (第 7.5 节 )。 用 内 翻 外 的 亚 线粒体 


颗粒 (第 1.4 节 ) 进 行 工 作 可 解决 第 二 个 问题 , 通过 调 整 PHT 
除去 无 向 质子 可 解决 第 一 个 问题 (Thayer 与 本 inkle,1973)。 
对 线粒体 ATP 合成 酶 所 得 的 值 接 近 于 2 再 /ATR( 图 4.11)。 
热力 学 的 方法 已 用 于 线粒体 . 亚 线粒体 颗粒 .细菌 泡 训 和 
叶绿体 的 研究 。 在 完整 线粒体 的 情况 下 ,这 种 方法 经 常 可 以 
得 到 3 ,但 也 不 是 没有 变化 (图 4.12) .其 中 2 个 质子 可 归 因 于 
合成 酶 本 身 , 另 一 个 是 被 ADP.Pi 和 ATP 转 移 的 (第 5.7 节 ) 。 
呼吸 链 质子 排出 量 以 及 在 ATP 合成 作用 中 的 质子 重新 
进入 量 的 化 学 计量 必须 与 ATP 合成 作用 所 观察 到 的 总 的 化 
学 计量 相 一 致 (第 4.6 节 ), 因 此 ， 
ADP/2e-= */2e-+ H*/ATP (304.1) 
普遍 接受 的 最 大 值 对 ADP/2e -是 3 :对 NADH 一 0O，, 是 
2 (43 4.6 97), H*/ATP 比 为 3 的 ATP 合 成 和 外 运 结合 
起 来 ;其 蔬 */O 比 则 分 别 为 9 和 6 , 这 将 对 构象 模型 有 利 , 而 
不 利于 回路 呼吸 链 模型 ,因为 后 者 分 别 限 定 〈 王 述 两 个 量 ) 为 
6 和 4( 图 4.10)。 
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4.12 线粒体 外 磷酸 化 电位 与 人 A 太 H+ 的 热力 学 关系 
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神色 脂肪 组 织 线粒体 在 含有 c- 甘油 -3- 磷 酸 为 底 物 的 介质 中 保温 ， 介 质 中 
还 含有 GDP 以 抑制 线粒体 中 质子 的 "短路 "作用 (第 4.5 节 ), SAB HR.°* Rb, 
14C- 甲 胶 及 3:H- 醋酸 盐 以 便 测定 Amat+ (第 4.2 节 )。 在 ADP 不 断 增加 的 同时 ， 
质子 移 位 体 FCCP 作 亚 最 适宜 量 的 增加 (第 2.5 节 )。 一 旦 达到 稳 态 即 测定 每 一 种 
FCCP 浓度 下 的 人 Pa+。 在 平行 实验 中 ， 同 样 浓度 的 FCCPR 加 到 不 含 同 位 素 但 
是 含有 3:H-ADP 的 相同 的 培养 物 中 , 达到 稳 态 后 即 分 析 : H-ADPM H-ATP &H 
量 , 以 便 计 算 磷 酸化 电位 (这 里 以 mV 表示 ) .虚线 表示 假如 有 2.5 或 3 个 质子 用 于 1 
个 ATP 的 合成 与 运输 的 话 , 对 于 特定 的 Adut 所 能 保持 的 最 高 的 磷酸 化 电位 

(数据 来 源 于 Nicholljs 和 Bernson, 1977), 


4.5 ”质子 流 、 质 子 传导 性 及 呼吸 控制 


前 面 几 节 已 在 质子 回路 中 提 及 电位 这 个 词 以 及 产生 和 利 
用 这 一 电位 的 转换 复合 体 间 的 传动 。 本 节 将 讨论 质子 回路 中 


调节 质子 流 的 诸 因素 。 
环绕 着 质子 回路 的 质子 流 (7 互 7) 可 以 很 方便 地 从 呼吸 率 
RH /OL4HBKAV AHS: 
Ju,=dO/dtx H*/O (st4. 2) 


因而 对 于 某 一 底 物 来 说 ,质子 流 和 呼吸 率 是 平行 变化 的 。 
在 化 学 渗透 假说 出 现 之 前 ,线粒体 呼吸 控制 的 最 重要 的 方面 
就 已 经 确立 了 。 这 个 理论 成 功 处 之 一 , 即 在 于 它 对 很 多 试剂 
的 作用 能 直截了当 地 用 它们 对 质子 流 的 调节 来 进行 解释 。 

目 五 十 年 代 以 来 已 经 证 明 氧 电极 (图 4.13) 是 研究 线粒体 
的 多 用 途 的 工具 。 氧 电极 仅 直 接 测定 单一 反应 即 电 子 向 O， 
传递 的 速率 。 为 获得 其 他 线粒体 过 程 的 信息 ,就 必须 安 排 好 
保温 条 件 以 便 使 所 希望 的 过 程 成 为 限 速 的 。 可 以 设计 的 限 速 
步骤 可 能 包括 以 下 几 种 (图 4.14)， 

(a) 底 物 跨 膜 运 输 

(b) 底 物 脱氧 酶 活性 

(c) 呼吸 链 活 性 

(d) Rid YR HS fw 
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(e) ATP 合 成 酶 活性 
(f) 膜 的 匡 *- 通 透 性 


4.13 Clark 氧 电 极 
FABRE, O, 被 还 原 成 可;O。 假 如 铂 电 极 相 对 于 Ag/AgCl 参 考 电极 
始终 保持 一 0.7V， 那 么 就 会 产生 与 铀 电极 耗 O, 率 成 比例 的 电流 。 在 适宜 的 条 
件 下 ,电流 与 浴 液 中 的 D, 浓度 成 比例 。O:。 可 通 透 性 薄膜 能 防止 电极 中 毒 。 因 
为 氧 被 电极 消耗 ,所 以 必须 持续 搅拌 保温 液 ， 以 防止 在 膜 上 形成 耗 尽 层 (dePle- 
tion layer)。 保 温室 是 密封 的 仅 有 一 个 加 物 孔 。 电 极 用 空气 饱和 介 质 校 准 。 
随 连 二 亚 硫 酸 盐 的 加 入 而 达 无 气态 。 一 个 典型 的 保温 室 的 体积 为 2 ml， 需 大 约 
2-3mg 线 粒 体 蛋 白 ， 


图 4.1 中 列举 了 质子 回路 的 三 种 基本 状态 ， 开 路 ,没有 明 
显 的 途径 使 质子 重新 进入 基质 ,与 ATPE 合成 作用 偶 联 的 由 重 
新 进入 的 质子 完成 的 回路 ,以 及 不 与 ATP 合成 作用 相 偶 联 
的 由 渗 漏 质子 完成 的 回路 。 这 些 状 态 都 很 容易 在 氧 电 极 恒温 
室 中 制造 出 来 (图 4.15) ， 并 且 参 考 Chance 和 Williams 
(1955 ) 提 出 的 方法 ( 表 4.1)。 

当 线粒体 受 温 育 时 (图 4.17) ,会 引起 呼吸 作用 突 发 ,随即 


-9i ， 


降 到 低速 率 的 状态 4 。 虽 然 线粒体 在 其 基质 中 也 含有 腺 苷 
酸 , 但 是 含量 相对 地 小 ( 约 10nmol mg-:! 蛋白 )， 并 且 当 线 粒 
体 被 加 入 到 保温 液 中 时 ,这 个 库 会 极 迅速 地 被 磷酸 化 ,直至 与 
AA, 达到 平衡 。 随 后 的 状态 4 呼吸 作用 的 发 生 是 由 于 线 粒 
体内 膜 对 质子 并 非 完全 不 通 透 的 , 即使 不 存在 ATP 的 兆 合 
成 ,质子 仍然 可 以 缓慢 地 通过 膜 渗 透 回去 。 缓 慢 的 Ca2 * 跨 膜 
循环 是 对 这 种 状态 4 质子 活 漏 作 贡 献 的 一 个 因子 (第 8.4 节 )。 

实际 上 控制 呼吸 作用 速率 的 是 跨越 呼吸 链 质子 移 位 区 的 
氧化 还 原 电 位 与 Azr+( 第 3.9 节 ) 间 失去 平衡 的 程度 。 在 状态 
4 ,呼吸 作用 被 目 动 调 节 以 至 呼吸 链 排出 质子 的 速率 与 质子 
跨 膜 渗 回 的 速率 达到 精确 的 平衡 。 假 如 质子 排出 速率 瞬时 间 
即 超过 了 质子 重新 进入 的 速率 ,那么 Apra+ 就 会 增高 , 呼吸 链 
Al AAy, 间 的 不 平衡 态 会 变 小 ,质子 流量 也 会 随 之 下 降 以 恢 
复 稳 态 。 

在 图 4.15 中 ,外 源 ADP 的 加 入 王 扰 了 状态 4 呼吸 作用 ， 
使 得 基质 ATP 通过 腺 苷 酸 移 位 体 〈 第 7.5 节 ) 与 所 加 入 的 
ADP 进行 交换 。 结 果 , 基 质 中 ATP/ADP+Pi fk & fj AG 
变 小 ,干扰 了 ATPR ABH EAA. HRA, 如 下 情况 会 依次 
发 生 ，(a)ATP 合成 酶 沿 着 合成 ATP 的 方向 运行 ,质子 重 
新 进入 试图 使 AGC 复原 ， (二 计生 全 ABs 4; 


(c)IP RG AA, RIAA ASHI, Cd) 质子 流 及 呼吸 作用 


下 降 。 就 状态 4 而 论 , 加 速 了 的 状态 3 Apz 呼 吸 作 用 是 目 我 调 
节 的 , 故 质 子 排出 作用 可 与 (增加 的 ) 质子 跨 膜 重新 进入 的 速 
BE, ATP 的 净 合成 与 状态 3 Ap 呼吸 作用 可 以 用 以 下 
三 种 方式 来 终止 : 《a) 足 够 量 的 ADPE RMA ATP UK 
SLE OAS; (Cb) MAMA HF (atractyloside) 之 类 的 抑制 
剂 ,抑制 腺 苷 酸 跨 膜 交 换 ( 第 7.6 节 ); Ce) IMA MIE SK MD 
制 AI 卫 合成 酶 (第 7.3 节 )。 
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4,14 氧 电 极 在 线粒体 能 量 转换 作用 中 的 应 用 


在 本 图 解 中 表示 了 六 种 影响 线粒体 能 量 转换 作用 的 可 能 方式 。 氧 电极 图 线 
显示 了 如 何 使 用 氧 电极 来 研究 这 些 干 扰 作 用 。 FE Pell TP 含 渗透 支持 物 、 
1H 组 冲力 及 了 i 

(a) KERIO 〈b) RORABRMe 〈c) 呼 吸 链 被 抑制 

《d) 腺 并 把 移 位 体 流 抑制 (ec) ATP 合 成 梅 被 抑制 CC) 加 入 质子 移 位 体 


呼吸 链 与 质子 电化 学 电位 之 间 能 量 转换 作用 的 效率 非 党 
高 ,它们 之 间 微小 的 热力 学 不 平衡 就 会 引起 可 观 的 的 能 通 量 
Be (energy flux)。 所 以 在 图 4.16 表 示 出 , 当 加 入 ADP 习 
起 迅速 的 状态 3 Ap 呼吸 作用 时 ,Appi, 只 降低 不 到 30%, 
“呼吸 链 与 AP, 间 的 实际 不 平衡 更 小 些 ,因为 氧化 还 原 跨 距 
也 降低 了 (第 5.3 节 )。 

处 于 状态 3 Apz 的 有 效 的 能 量 转 换 作用 在 ADP 合成 本 
中 也 是 明显 的 。 在 Ad, 和 AG* 间 微 小 的 热力 学 不 平衡 AR 
态 即 可 维持 高 速率 的 ATP 合成 作用 。 
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4.15 利用 氧 电极 测定 ADP/O 的 比率 


在 此 例 中 , 鼠 肝 线 粒 体 以 现 珀 酸 作 底 物 保温 (加 入 鱼 和 能 酮 以 抑制 任何 与 内 源 
性 NAD+ 有 关 的 呼吸 作用 ) . 标 出 了 加 入 ADP 的 部 位 。 当 全 部 ADP 实际 上 都 
被 磷酸 化 后 , 呼吸 作用 回 到 低速 率 的 状态 4 。 如 果 假 设 引 起 状态 4 呼吸 作用 的 质 
子 渗 漏 在 被 催化 的 状态 3 呼吸 作用 中 仍然 维持 同样 的 速度 , 那么 计算 ADP/O 比 
率 时 只 好 取 额 外 的 0. 另 一 方面 ， 假 若 在 状态 3 中 渗 漏 停止 , 那么 全 部 呼吸 作用 都 
会 被 用 于 ATE 含 成 ,所 有 0 都 被 利用 .实际 上 这 后 一 种 情况 更 为 精确 , 因为 质子 渗 
BEE RMFARse. 稍微 岂 少 就 会 带 来 很 大 影响 (图 4;.16). 所 以 在 此 例 中 

ADP/O=500/290=1 ,72 


iv 


质子 移 位 体 通过 在 膜 的 双 分 子 层 区 引起 人 工 质 子 通 透 性 
而 使 氧化 磷酸 化 作用 解 偶 联 (第 2.5 节 )。 这 样 ,它们 的 作用 可 
以 超过 质子 重新 进入 的 抑制 作用 , 这 种 抑制 能 导致 ATP 的 
净 合 成 。 从而, 无 论 是 存在 寡 霉 素 还 是 苍术 背 , 或 者 是 缺乏 
ADP, FB ith in FCCP 都 能 引发 迅速 的 3u. 状态 呼 
吸 作 用 (图 4.14)。 

呼吸 链 与 AAa+ 相 呼应 ,如 同 Apr 可 以 被 ATPE 合 成 酶 
降低 一 样 , 它 也 会 因 质 子 移 位 体 的 加 入 而 降低 。 在 上 述 两 种 
情况 下 ,质子 排出 的 (以 及 呼吸 作用 的 ) 速 率 都 在 调节 中 ,直至 
它 精 确 地 平衡 了 质子 跨越 内 膜 重新 进入 的 速率 时 为 止 。 若 由 
Apa+ 驱动 的 质子 重新 进入 的 速率 与 由 呼吸 链 和 Ap 间 的 
不 平衡 所 驱动 的 质子 排出 作用 的 速率 相当 , 则 此 时 的 Aza* 是 


250 


(mv) 150- 一 一 一、 


100 


so sc Coed 上 


4.16 当 ADP 加 入 肝 线 粒 体 使 状态 4 转变 为 状态 3 时 , AP， 
仅 有 适度 的 下 降 
RAR AEAS BTR ROM RMT, ORDOS Be Se 
于 测定 0%, FMC-H Bes H-ZRMIRAPH, MATES A HAY ADP 以 
维持 状态 3 呼吸 5 分 钟 。Ay 与 ApH 用 膜 过 让 法 测量 (根据 Nicholls, 1974), 
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稳定 的 。 呼 吸 作 用 不 会 因为 更 多 的 质子 移 位 体 加 六 到 保温 深 
中 而 继续 无 限制 地 增加 ,因为 当 呼吸 链 中 的 动力 因子 成 了 限 
速 因子 时 ,反应 就 达到 一 个 阶段 了 。 这 时 的 呼吸 作用 是 不 受 控 
制 的 ,就 是 说 它 不 再 依赖 于 热力 学 非 平衡 态 、 fey AAG 
很 高 时 非 受 控 呼 吸 作 用 (uncontrolled -respiration) 就 已 开 
始 了 (图 4.17)。 必 须 把 呼吸 控制 不 明显 的 情况 (AAa+=0 到 
170mV ,图 4.17) 与 线粒体 完全 去 能 化 的 情况 (Aua+ 王 0 区别 
FR: | 
在 电 回 路 中 ,一 个 成 分 的 电导 是 根据 单位 电位 差 .下 的 电 
流量 计算 得 出 的 ,运用 同样 的 方法 可 以 算出 质子 回路 中 膜 的 


有 效 质子 传导 性 (CH-)， 
CuH *=Jy./AZu, (4.3) 
250 
200 = 
SAU FCCP 
Apl*150 
(mV) 
100 
50 
50 100 150 


FEU EFA (nmol 0 分 mo) 
4.17 "FRR REBAR. HMR 
来 源 于 褐色 脂肪 组 织 的 线粒体 在 含有 以 甘油 - 3 -磷酸 作 底 物 的 介质 中 保温 。 
介质 中 有 寡人 移 素 以 抑制 ATP 合 成 酶 ， GDP 以 抑制 线粒体 所 特有 的 天 然 项 子 导 
体 (第 5.4 节 ) 。 提 高 加 入 的 质子 移 位 体 的 浓度 , 同时 测定 呼吸 作用 以 人 
据 Nicholls 和 Bernson, 1977) 。 


本 


+ ee 


i i ae a | laa 


FE HE4. Beh HAS TI Fe Hi FA Cu * HT A TTIA WI RE 
第 4.6 节 里 讨论 过 的 其 他 化 学 渗透 前 参数 (prerchemiosmo- 
tic parameters), 

膜 对 内 源 性 质子 传导 性 的 大 小 是 一 个 基 ME MM, CRE 

了 某 种 线粒体 制剂 的 生物 力 能 学 行为 。 如 将 要 在 第 4.6 节 中 
讲 到 的 ,所 有 “能 化 ”的 非 化 学 渗透 参数 都 可 以 一 、 一 归结 于 
CuH-。 显 然 ,对 于 一 个 高 效 的 能 量 转化 作用 ,其 CxH- 要 尽 
可 能 地 小 。 但 是 存在 着 一 类 线 糙 体 ,其 内 膜 的 质子 传导 性 显 
示 了 生理 性 的 增加 。 褐 色 脂 肪 组 织 能 够 进行 非常 迅速 的 呼吸 
作用 ,以 便 产 生 热量 或 者 是 作为 调整 肥胖 的 方式 以 消耗 掉 过 


AN. 在 这 种 组 织 中 , 内 膜 中 的 一 种 蛋白 质 对 正常 呼吸 


表 4.3 ,线粒体 能 量 转换 作用 参数 的 计算 


为 15n molO min :mg ! 蛋 白质， 并 维持 220mV 的 A&6+，。 加 入 低 浓度 
的 质子 移 位 体 FCCP 会 增加 呼吸 作用 至 100n mol O min :mg 有 蛋白质-1， 
并 使 Aia+ 降 至 40mV。 若 假设 从 焉 珀 酸 到 O: 的 Ht/O 比 是 6， 计 算 
FCCP 加 入 前 后 的 呼吸 控制 率 、 质 子 流 量 及 有 效 的 质子 传导 性 。 
— 加 入 FECCE 后 的 呼吸 作用 _ 
(a) 呼吸 控制 率 “Ft A FCCP Bi fF Ui Pe FA 100/15°=6,7 
(b) “质子 流量 = 呼吸 作用 x Hk/O 比 =90( 一 FCCP) 
600(+FCCP) 
3 (# fr, 2 mol H+min- mg 4 fa!) 
质子 传导 性 CyHe= BER  — 99/220=0,41(—FCCP) 


Abu+ 
600/40=15(+FCCP) 
(fr, 2 molH4min-img 和 蛋白 质 -1mV-1) 


© 原文 为 100/ 6 ,应 为 100/15。 一 一 译 者 
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的 控制 超过 根据 ATb 的 需要 所 进行 的 控制 。 这 种 蛋白 质 作为 
一 个 可 调节 的 质子 移 位 体 而 允许 质子 的 重新 进入 ， 以 致 状态 
3 呼吸 作用 无 需 与 合成 的 ATP 形成 化 学 计量 关系 (Nicholls, 
1976, 1979), 该 蛋白 质 的 活性 足以 增加 CwH+ 的 值 至 高 于 
其 他 线粒体 正常 值 的 30 倍 。 


4.6 能 量 转换 作用 的 非 化 学 渗透 参数 
4.6.1 呼吸 控制 率 


这 是 一 个 用 来 估计 线粒体 制剂 完整 性 的 化 学 渗透 前 参 
数 。 它 被 定义 为 用 ATP 最 大 量 合成 时 间 ( 即 存在 ADP) 或 者 
存在 质子 移 位 体 时 的 呼吸 速率 除 以 无 ATP 合成 或 者 没有 质 
子 移 位 体 存 在 时 的 呼吸 速率 所 得 的 商 。 即 : 

_ KAS 3 呼吸 作用 
TR TE ae 4 DEIR EFA (KX 4.4) 

这 个 比率 对 于 不 同 的 制剂 来 说 通常 为 3 到 15, 尽管 经 验 表明 
这 一 个 参数 很 有 用 ,但 意识 到 它 是 混合 函数 (hybrid function) 
也 是 重要 的 : 因为 状态 4 速率 依 膜 的 天 然 CuH* Tie. mR 
态 3 速率 却 可 以 依赖 于 状态 3 中 任何 一 个 限 速 的 步骤 ， 它 可 
以 是 底 物 通 透 性 , 底 物 脱 氨 酶 活性 ,呼吸 链 ，ATP 合成 酶 ,或 
是 腺 苷 酸 移 位 作用 。 因 此 在 解释 呼吸 控制 率 时 必须 谨 愤 。 关 
于 呼吸 作用 与 ATP 合成 偶 联 的 紧密 程度 ,状态 4 速率 可 能 是 
一 个 更 好 的 指标 。 
4.6.2 ADP/O KS P/O tt 

呼吸 链 质 子 移 位 作用 与 ATP 合成 作用 的 化 学 定量 关系 
被 确定 下 来 ， 尽 管 其 实际 值 还 是 有 争议 的 、 因 为 与 呼吸 作用 
有 关 的 ATP 合成 的 总 的 化 学 定量 关系 可 以 从 理论 上 的 最 大 
值 ， 即 由 每 一 能 量 转换 区 域 每 2e- 可 合成 一 个 ATP 到 无 
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ATP 合成 。 这 要 取决 于 绕 过 ATP Anta 4 2e- 平行 的 
质子 渗 漏 途径 的 活性 (图 4.1)。 任 何 增加 渗 漏 传导 性 的 因 素 
都 将 降低 通过 ATP 合 成 酶 重新 进入 的 质子 的 比例 。 另 一 个 因 
素 是 , 当 Cw 了 -增加 时 , 随 着 AZra+ 降 低 ,( 图 4.7) 合 成 ATP 的 热 
力学 能 力也 降低 .在 ATP 合 成 过 程 中 估计 渗 漏 流量 是 很 困难 
的 ,因为 通常 是 从 无 质子 渗 漏 的 外 推 情 况 来 计算 , 故 得 出 的 数 
值 有 相当 的 误差 . 


4.6.2.1 用 氧 电极 技术 测定 ADP/VO 比 


前 向 正在 进行 状态 4 呼吸 的 线粒体 中 加 入 很 小 的 已 知 量 
的 ADEF 时 (图 4.17) ,用 氧 电极 技 术 可 测量 出 被 加 速 的 状态 3 
PRAM RMS, JLFRAMA 的 ADP 都 被 磷酸 化 为 
ATE, 当 状态 4 恢复 后 ,ATP 与 ADP 的 比率 为 典型 的 100 : 
1 ,而 且 可 以 计算 出 加 入 的 ADP 与 消耗 掉 的 氧 间 的 摩尔 比 。 
为 了 对 质子 渗 漏 进行 校正 ,按照 常规 是 ,假设 在 状态 3 呼吸 作 
用 期 间 渗 漏 停止 。 初 看 起 来 , 在 ADP 循环 中 (图 4.16) 由 于 
AHpa+ AER T 430% , 渗 漏 会 继续 下 去 不 会 减弱 ,但 是 实际 
1,24 ABy, 低 于 200mVY 后 , 渗 漏 传导 力 几 乎 完全 消失 了 。 所 


以 在 计算 这 一 比值 时 ,考虑 到 循环 中 氧 的 总 吸收 量 会 更 正 确 


些 


we 个 


4.6.2.2 用 葡萄 糖 - 己 糖 激酶 捕获 法 (glucosehexohinase 
trap) 测 P/O 比 


这 第 二 种 方法 是 基于 ADP 和 ?2 Pi 合成 [Y-32P]-ATP， 
随后 通过 加 入 已 糖 激酶 将 标记 物 捕获 在 葡萄 糖 上 ， 又 产生 
ADP, : 

ADP+82Pj—»>[y-32P]—ATP 

[Y-32P] 一 ATP 十 葡萄 糖 一 > 葡萄 糖 -6-32P 十 ADP 
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在 此 法 中 用 氧 电 极 来 监测 呼吸 作用 :经 过 一 定量 的 氧 消 
耗 后 ,停止 反应 ,把 葡萄 糖 -6-?2P 与 ?4Pi 分 离开 来 并 进行 计 
数 。 在 ADP 连续 重新 生成 时 并 不 能 观察 到 呼吸 刺激 现象 。 
SAB RRA BE, ACP 始终 被 已 糖 激酶 保持 在 低 水 平 . 
因而 全 IE 合成 可 以 在 很 不 利 的 条 件 下 被 检测 到 。 

正如 其 他 化 学 计量 关系 一 样 ,ADP/2e- 比值 是 引起 争论 
的 根源 .每 个 质子 移 位 复合 体 的 每 2 个 电子 对 应 于 1 个 ATP 
的 经 典 值 ,仅仅 符合 NADH-O，。: 和 琥珀 酸 -9。 HY H*/O 比 
率 分 别 为 6 和 4 的 情况 ,假如 只 有 两 个 质子 被 用 于 ATEP 合成 
KURA BA Pi 的 跨越 内 膜 运输 的 话 。 然 而 强 有 力 的 证 据 表 
明 运 得 作用 消耗 了 第 三 个 质子 (第 7.6 节 )。 对 于 NADH 和 琥 
珀 酸 来 说 , H*/O 比值 较 高 , 分 别 为 9 和 6, 这 是 与 包括 运输 
在 内 的 H*/ATP EY 3 相符 合 的 。 Brand 等 人 《1978) 曾 
经 提出 ,从 琥珀 酸 到 细胞 色素 c 及 从 细胞 色素 c 到 O， 的 ADE/ 
2e 比值 并 非 整 数 ,而 分 别 为 0.67 和 1.33。 


4.7， 反 向 电子 传递 和 由 水 解 作 用 
驱动 的 质子 回路 


ATP 合成 酶 是 可 以 往返 双向 运行 的 ,在 Apzay 持续 产生 
和 细胞 不 断 使 用 ATP 的 限制 下 , 它 朝 ATP 净 合成 的 方向 运 
行 。 假 如 抑制 呼吸 链 并 将 ATP 提 供给 线粒体 的 话 ,ATE 合 成 
， 酶 就 会 显示 ATP 水 解 酶 的 功能 ,产生 的 A&a+ 相当 于 呼吸 链 
(产生 的 Aza+ 的 值 儿 图 4.17)。 由 ATP 水 解 作 用 而 产生 的 质 
子 回路 必须 通过 质子 重新 进入 基质 来 完成 。 因 而 质 隆 移 位 体 
能 加 快 ATP 水 解 的 速率 ,就 象 它们 能 加 快 呼吸 作用 的 速率 
一 样 , 这 就 是 解 偶 联 剂 刺激 的 ATP 水 解 酶 活性 。 

区 分 一 个 线粒体 的 能 量 依赖 过 程 是 由 AZ&a* 直接 驱动 的 ， 
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水 是 间接 地 通过 ATP EM, AMMAR EK 过 程 对 
ATP 合成 酶 抑制 剂 谊 霉 素 (第 1.4 节 ) 的 敏感 性 。 一 个 由 AP 
了 驱动 的 反应 , 当 膜 电位 是 由 呼吸 作用 产生 时 ,一 定 对 守 霉 素 不 
敏感 ;而 当 入 zi ,是 由 ATP 水 解 作 用 产生 时, 则 会 很 敏感 。 对 
OAR ATP 的 反应 来 说 则 刚好 相反 (图 4.18)。 


Ap* 还 原作 用 一 一 > 


(b) 


4.18 RRL RIE WR EH AY Be Te a 
PAS UAWKENAD WHAT REMER. 在 (a) 中 , 复合 体 I 反 向 
电子 传递 引起 了 NAD+ 还 原 反 应 (在 340nm 处 测定 ) RARE AR A TF 
递 作用 的 电子 供 体 , 又 作为 复合 体 II 和 IV 的 底 物 。 在 (b) 中 , 琥珀 酸 只 把 电子 操 
供给 NAD4, Aazpe 由 ATP 水 解 产生 , RAKIM S RA i. 
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TERA 411, AL, 和 跨越 复合 体 1, 下 的 氧化 还 原 跨 距 
之 间 的 近 平衡 状态 (图 4.2) 表 明 , 可 以 设计 出 一 种 条 件 , 它 使 
得 呼吸 链 中 的 这 些 片段 能 够 诱导 成 反 向 运输 , 由 流向 内 部 的 
质子 流 来 驱动 它们 。 必 须 注 意 , 这 对 复合 物 了 不 适用 , 它 是 根 
本 不 可 以 逆转 的 。 可 以 通过 两 种 方式 来 引起 反 向 电子 传递 , 即 
利用 ATPE 水 解 来 产生 Apa+, 或 者 利用 琥珀 酸 或 细胞 色 素 c 
向 9: 的 电子 流 , 分 别 使 经 由 复合 物 [或 工 及 下 的 电子 传递 作 
用 倒转 (图 4.18)。 

在 生理 条 件 下 ,线粒体 的 ATE 合成 酶 一 般 不 会 被 用 来 
作为 质子 移 位 ATP 酶 ,除非 是 在 缺 氧 时 期 需要 利用 糖 酵 解 
产生 的 ATP 来 维持 线粒体 的 Aza+。 然 而 当 某 些 细菌 如 姜 
SEER EY (Streptococcus faecalis) 在 葡萄 糖 中 生长 时 ， 缺 乏 
具有 功能 的 呼吸 链 , 完 全 依靠 从 糖 酵 解 得 到 的 ATE 来 产生 跨 
膜 Azra+ ,使 得 它们 能 够 运输 代谢 物 (Harold ,1977)。 


4.8 由 人 工 质子 电化 学 电位 所 驱动 的 入 本 合成 


sik Jagendorf,1975;Mitchell,1976b;Kagawa, 
1978; Fillingame, 1980 


化 学 渗透 假说 预言 ,利用 人 工 产生 ALy, 就 能 够 在 具有 
功能 的 ATP 合成 酶 的 能 量 转换 膜 上 引起 ATE 的 净 合 成 。 
使 这 一 预言 实现 的 第 一 个 证 明 来 自 叶 绿 体 (Jagendorf 和 
Uribe,1966).。 这 两 位 作者 发 现 ,在 暗 处 ,酸性 pH 下 处 于 平衡 
状态 的 叶绿体 , 当 外 部 p 了 匡 突然 由 4 增加 到 8 时 产 主 4 个 单位 
的 瞬时 跨 膜 pH 梯度 , 便 能 够 诱导 合成 ATP( 图 4.19)。 

通常 , 叶绿体 是 在 高 ApH AK Ab FLFR, Ae BL 
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的 工作 方式 则 恰好 相反 。 利 用 人 工 AA,, 合成 ATP 的 首次 
成 功 是 在 跨越 亚 线 粒 体 颗 粒 膜 建立 了 pH 梯度 和 K+ 离子 扩 
散 电 势 时 发 生 的 (Thayer 和 Hinkle ,1975). 

用 完整 细胞 器 进行 的 实验 表明 ,以 Aza+ 作为 唯一 能 量 
来 源 即 可 以 合成 ATP ,但 是 这 些 实验 不 能 区 别 两 种 能 量 转换 
模型 。 在 一 种 模型 中 ,AZza+ 是 电子 传递 与 ATP 合成 间 的 唯 
一 联系 ;而 在 另 一 种 模型 中 , 质子 泵 位 于 旁 路 与 可 选择 的 中 间 
介质 相 平衡 (图 1.11).。 为 此 有 必要 将 ATP 合成 酶 纯化 直至 
它 不 含有 任何 与 呼吸 链 质子 移 位 体 相同 的 组 份 ,并 把 它 组 装 
到 人 工 膜 上 (第 1.3 节 ) ,然后 用 于 人 工 Aza; 的 研究 .利用 高 度 
纯化 的 耐 热 菌 ATP 合 成 酶 已 经 完成 了 这 种 研究 (Sone 等 ， 
1977), 


MS ~\ ZK . 
a ADP+Pi 


pH4 


ATP 


4,19 ” 酸 浴 实验 一 一 人 p 卫 能 产生 ATP 


She BRIT BEBO ARR (第 1.3 节 ) 在 黑暗 中 于 PH 4 的 含有 琥珀 酸 的 介质 中 保 
温 。 有 抑制 剂 存在 以 抑制 任何 电子 传递 体 。 琥 珀 酸 缓慢 地 进入 类 训 体 胜 中 , 释放 
出 质子 使 得 类 训 体 膝 中 的 pH 值 降 到 4 左右 ( 左 图 ) .然后 将 其 外 部 PH 突然 增 至 8， 
产生 二 个 值 为 4 的 跨 膜 ApH, 同时 加 入 ADP, PigiMe?#(4), 通过 ATP 合 
成 降 的 质子 流出 导致 1 mol 合 成 梅 合成 高 达 100 mol 的 ATP .人 工 恰 成 的 质子 移 
位 体 如 FCCP 可 以 抑制 ATP 的 合成 (数据 来 源 于 Jagendorf 和 Uribe, 1966) 。 
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线粒体 的 呼吸 链 装 配 有 20 个 以 上 不 连续 的 电子 载体, 以 
及 数目 不 定 的 结构 "多肽 (图 5. 1) 。 虽 然 关 于 呼吸 链 的 功能 
氧化 还 原 反 应 驱动 的 质子 泵 这 一 点 已 被 接受 ,但 是 对 这 一 功 
能 的 结构 基础 却 未 能 全 部 理解 。 本 章 将 介绍 线粒体 和 细 著 呼 
吸 链 的 结构 研究 已 进行 的 工作 。 


5.2 线粒体 呼吸 链 的 组 分 及 研究 方法 


综述 Slater, 1974 
”通过 1.1v 的 氧化 还 原 电 位 跨 距 , 呼吸 链 将 电子 从 NAD?/ 
NADH 电 侦 传 向 O>/2HsO 电 侦 。 许 多 呼吸 链 是 可 以 反 转 的 
(第 4.7 节 ) ,为 了 能 够 催化 正 . 反 两 种 方向 的 反应 ,氧化 还 原 组 
分 必须 在 其 氧化 态 和 还 原 态 都 以 可 估计 的 浓度 存在 的 条 件 下 
工作 ,换言之 ,一 个 电 侦 的 工作 氧化 还 原 电 位 E, (383. 347) — 
定 要 与 该 电 偶 的 中 点 电位 五 。 差 不 多。 如 在 图 5.11 中 所 要 表 
明 的 ,一般 都 能 服从 这 一 规律 ,随后 对 于 呼吸 链 内 的 氧化 还 原 
载体 的 明显 的 随机 选择 性 ,也 将 阐明 其 基本 原理 。 

来 自 柠 檬 酸 循环 可 溶性 陪 氢 酶 的 最 初 的 电子 传递 需要 一 
个 协同 因子 - 它 应 具有 一 个 在 一 300mV 区 的 中 点 电位 并 且 是 
完全 可 动 的 (mobile), 以 便 在 基质 脱 氢 酶 与 膜 结合 的 呼吸 链 
间 往 返 运 行 .NADH/NAD* 电 偶 可 以 行使 这 一 功能 , 它 的 中 
点 电位 已。,; 为 一 320mV( 图 5.2)。 
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发 珀 酸 (FAD+2Fe/Sm#t) i 电子 传递 黄 素 蛋 自 


NADH (FMN+5Fe/S 中 心 ] 一 >UQ< 一 ac- 甘油 磷酸 
【细胞 色素 b，Fe/S， 细 胞 色素 c] 
抗坏血酸 一 一 TMPD 一 一 细胞 色素 c 


【细胞 色素 a,a: 十 2Cu] 〈IV 或 细胞 色素 c 氧 化 梅 ) 
图 5.1 ”线粒体 呼吸 链 中 氧化 还 原 载体 的 线性 顺序 
列 在 方 括号 中 的 氧化 还 原 载体 组 分 别 代表 结构 上 的 复合 体 I 到 复合 体 IV 。 


还 原型 
氧化 型 H uy 
Cu CONH2 
2e-+1H*+ 
@ + 
LA N 
| | 
f NAD* NADH 


图 5.2” 烟 酰胺 腺 顺 叭 二 核 苷 酸 (NADY4+)JNADY 
烟 酰 胺 -核糖 -P-O-- 核 糖 - 腺 呆 吟 
当 大 多 数 电子 以 这 种 方式 被 输送 进 呼吸 链 时 ,一 组 酶 即 催 
化 底 物 电 偶 中 点 电位 近 于 0mV 的 脱氧 反 应。 琥珀 酸 脱 氢 酶 .o- 
甘油 磷酸 脱 氢 酶 和 “电子 传递 黄 素 蛋白 "( 从 脂肪 酸 ,B- 氧 化 反 
应 传递 电子 ) 在 接近 omV 的 电位 下 ,无 须 NADVNADH* 电 偶 
作 中 间 媒 介 即 可 将 电子 直接 交 给 呼吸 链 (图 5.1).。 这 种 直接 的 
转移 要 求 上 述 酶 类 直接 与 呼吸 链接 触 ,换言之 ,要 结合 在 膜 上 。 
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呼吸 链 中 的 氧化 还 原 载体 有 :， 黄 素 蛋 白 , 它 含有 紧 密 结 
合 的 FAD 或 EMN 作 为 辅 基 ( 图 5.3) ,经 历 (2H* 十 2e- ) 还 原 
反应 ;细胞 色素 ,含有 叶 啉 辅 基 ,经 历 1e 还原 作用; Rot CX 
非 血 红 素 铁 ) 蛋 白 , 具有 辅 基 并 在 le 步骤 中 被 还 原 : 泛 柄 ,是 
一 类 游离 的 . 脂 溶性 辅助 因子 ,可 以 被 (2 也"* 十 2e-) 还 原 ; 最 后 
还 有 和 蛋白 结合 Cu, 从 Cu 被 还 原 成 CuL。 

可 根据 细胞 色素 中 叶 啉 辅 基 的 结构 对 它们 进行 分 类 。 线 
粒 体 含 有 a 型 .b 型 和 c 型 细胞 色素 。 在 某 些 细菌 呼吸 链 中 细胞 
色素 d4 和 细胞 色素 o 作 为 末端 氧化 酶 ,细胞 色素 o 是 一 类 可 以 自 
行 氧化 的 b 型 细胞 色素 ,而 在 细胞 色素 4 中 代替 叶 啉 环 的 是 一 
个 部 分 饱和 的 二 所 叶 动 环 。 

氧化 型 还 原型 


图 5.3 RARBRER (FMN) ARARS4Y KAR (FAD) 
EMN，7, 8- 二 甲 基 异 咯 哄 -D- 核 糖 醇 - 
eS ae 


CAA 
FAD, 7，8- 二 甲 基 异 咯 唆 -D- 核 糖 醇 -P-O--. 核 糖 - 腺 味 叭 


aa。 双 光 束 分 光度 计 
TE abe 
品 杯 光电 信 OR AY 
光源 单 色 器 sine” 放大 器 oF 


eo ete | Hh 


b. 双 波 长 分 光 光 度 计 ， 
单 色 器 1 


RE py gage “光电 倍增 管 


wer 单 色 器 2 
Cc. 快速 动力 学 : 断 流 与 双 波 长 分 光 光 度 计 结 含 


图 5.4 研究 呼吸 链 的 光谱 学 技术 

(a) 通过 一 个 单 色 器 (monochromator) 的 分 光束 分 光 光 度 计 (split-beam 
spectrophotometer), 其 发 出 的 光 【 通 过 一 个 在 300z 振 | WS KS 
(chopper)] 可 直接 交替 进入 对 照 杯 或 样品 杯 中 。 它 使 用 盖 个 大 的 光电 售 
增 管 (photomutiplier)， 交 流 讯号 被 放大 并 翻译 , 这 样 放 大 器 的 输 出 讯号 
即 与 两 个 比 色 杯 间 的 吸收 作用 的 差 成 比例 。 假 如 单 色 器 的 波长 不 断 增 加 ， 
就 可 以 得 到 一 个 样品 -对 照 的 差 光 谱 。 因此 可 以 利用 分 光束 来 标 绘 不 随 时 
间 变 化 的 差 光 谱 

(b) 双 波长 分 光 光度 计 使 用 两 个 单 色 器 ,一 个 音色 器 定 在 对 该 阴 变 光 (transin- 
et) 最 适宜 的 波长 上 , 另 一 个 则 定 在 没有 变化 发 生 的 附近 的 等 消光 点 (isob- 
estic point) 上 , SRR AA, 从 这 两 个 单 色 器 中 出 来 的 光 交 替 通 过 同 
一 个 比 色 杯 。 放 大 器 将 光电 倍增 管 的 输出 讯号 翻译 过 来 , 记录 器 表示 出 在 
PA Sale RE AP ie Biche 故 双 波长 可 用 追踪 所 给 出 的 光学 
物质 的 动力 学 过 

One a ie | hacen naan ee 这 种 双 波 长 可 以 
作 些 改进 , 即将 两 个 注射 器 中 的 物质 推 过 一 个 混合 腔 〈 普 ixiag chamber) 
进入 比 色 杯 中 , 可 以 在 几 毫 秒 之 内 使 线粒体 悬浮 液 与 引发 明 变 的 试剂 混 
合并 通 到 比 色 杯 中 。 当 流动 持续 时 , 由 混合 腔 与 比 色 杯 之 间 的 管道 长 度 所 
决定 的 混合 物 的 “年龄 "将 保持 恒定 , 当 流 动 停止 时 , 混合物“ 年龄 将 随 之 
增长 ， 这 是 可 以 被 追 啼 的 。 
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这 些 细 胞 色素 由 于 它们 特异 的 可 见 光 光谱 而 成 为 最 先 被 
检测 出 来 的 组 分 。 每 一 种 氧化 态 的 细胞 色素 都 有 一 个 主要 的 
吸收 带 ， 而 大 多 数 细 胞 色素 当 它 们 被 还 原 后 都 显示 三 个 吸收 
带 。 但 是 ,由 于 线粒体 的 高 度 非 特 噶 性 光 吸 收 作 用 和 光 散 射 ， 
特别 是 因为 代谢 诱导 的 基质 体积 变化 会 引起 光 散 射 作用 的 改 
变 (第 2.7 节 ) ,所 以 在 研究 线粒体 中 的 细胞 色素 时 ,其 绝对 吸 
收 光 谱 的 用 途 有 限 。 由 于 这 个 原因 ， 研 究 细胞 色素 光谱 要 用 
灵敏 的 美式 (differential) 或 称 分 光 训 (split-beamy 光谱 。 在 
这 种 光谱 中 ,波长 持续 增加 的 光 被 分 开 , 进 入 两 个 分 别 感 有 完 
全 相同 线粒体 的 比 色 杯 ， 但 其 中 一 个 比 色 杯 中 的 细胞 色素 发 
生 了 不 同 的 还 原作 用 (图 5.4)。 由 样品 比 色 杯 中 的 输出 自动 
地 减 去 由 对 照 杯 中 的 输出 ， 以 便 除 掉 所 有 的 非特 异性 吸收 作 


“用 5 图 5.5 给 出 了 分 离 后 的 细胞 色素 的 氧化 态 光 谱 、 还 原 


态 光 谱 以 及 还 原 态 减 去 氧化 态 的 光谱 ， 还 有 自 亚 线粒体 颗粒 
得 到 的 复合 的 还 原 态 减 去 氧化 态 的 差 光 谱 ， 在 这 里 所 有 细胞 
色素 的 吸收 峰 都 重合 了 . 

根据 每 种 细胞 色素 在 550 一 610nm 区 的 “吸收 带 能 很 容 
易 把 它们 分 辨 出 来 。 在 液 氮 温度 (77*K) 下 测量 光谱 ;由 于 分 
子 运动 和 冰晶 的 多 次 内 反射 ,增加 了 通过 样品 的 有 效 光 程 , 降 
低 了 线 宽 ,因而 可 以 增强 光谱 带 的 锐 度 ( 图 5.5)。 室 温差 式 分 
光 光 谱 只 能 清楚 地 区 分 a 型 、b 型 和 * 型 细胞 色素 。 但 是 目 
前 已 经 知道 ， 它 们 每 一 种 又 各 包含 了 两 个 光谱 上 不 同 的 组 
分 。 在 CO 存在 下 , a 型 细胞 色素 能 够 被 分 成 * 和 a, 两 类 ,CO 
特异 性 地 与 a, 结合 ,可 是 不 清楚 as 和 a 是 否 代 表 了 化 学 上 不 
同 的 两 类 物质 。b 型 细胞 色素 也 由 两 类 物质 组 成 ,它们 对 于 所 
建立 的 跨 膜 Aga, 的 反映 不 同 (第 5.8 节 )。 这 两 类 组 份 被 记 
作 br( 或 bz) 酒 bg( 或 bxe)。 最 近 的 证 据 ( 第 5.8 节 ) 表 明 , b 型 细 
胞 色素 是 单一 化 学 种 类 的 ,但 是 在 呼吸 链 上 以 双 体 行使 功能 。 


e。 109 « 


» Ca) 


(b) 


(¢) 


(d) 7 be 


{e) 


400 450 S50 
(am) 


600 


650 


(a) 细胞 色素 c， 完 全 还 原 态 光谱 


(b) 细胞 色素 c， 完 全 氧化 态 光 谱 


(c) ME Re: 还 原 态 光谱 减 氧 化 te 
光谱 所 得 差 光 谱 


(d) 牛 心 亚 线粒体 颗粒 ， 室温 差 光 谱 
《还 原 态 光谱 减 去 氧化 态 光谱 ) 


(e) 牛 心 亚 线粒体 颗 粒 ，77"K 差 光谱 
《还 原 态 光谱 减 去 氧化 态 光谱 ) 


图 5.5 可见光 区 的 细胞 色素 光谱 以 水 作对 照 用 分 光 东 分 光 光 度 计 


得 到 的 纯化 的 细胞 色素 绝对 还 原 态 (a) 和 氧化 态 (b) 的 光谱 ， 将 还 原 态 的 细胞 色 

Ke 放 在 样品 杯 中 , 而 将 氧化 态 的 细 胞 色素 e 放 在 对 照 杯 中 , 即 可 得 到 纯净 细 

网 色素 e 的 还 原 态 减 去 氧化 态 的 差 光 谱 (c)。(d) 是 牛 心 亚 线粒体 颗粒 还 原 坊 4 

去 氧化 态 所 得 到 的 差 光 谱 。 在 样品 杯 中 加 入 连 二 亚 硫 酸 盐 以 使 亚 线粒体 保持 还 

原 态 , 而 在 对 照 杯 中 则 加 入 铁 氰 化物 。 在 液 氮 温 度 下 (77* 开 ) 重复 扫描 而 得 到 
(e), ERR EM HH. KRW .J.Ingledew 允 许 使 用 这 些 光 谱 。 


在 低温 下 ,细胞 色素 < 和 细胞 色素 cl 这 两 类 c 型 细胞 色 
素 可 以 从 光谱 上 分 辩 开 来 .细胞 色素 c: 是 复合 体 下 (第 5.8 节 ) 
中 的 一 个 内 部 蛋白 ,而 细胞 色素 < 则 是 位 于 (线粒体 内 ) 膜 < 侧 
的 一 个 外 周 蛋 白 , 它 把 复合 体 开 与 细胞 色素 氧化 酶 联系 起 来 。 

早期 对 于 细胞 色素 的 鉴定 和 研究 曾 借 助 于 它们 独特 的 可 
见 光 光 谱 , 而 另 一 类 主要 的 电子 载体 铁 硫 (Fe/S) 和 蛋白 (图 5.6) 
的 可 见 光 光 谱 难 于 确定 ,但 有 特征 电子 自 旋 共振 谱 ( 卫 SR 或 
EEPR), 匈 Beinert(1978) 和 图 5.7. 氧 化 态 或 还 原 态 的 不 同 的 铁 
硫 蛋 白 中 可 能 存在 的 不 成 对 电子 产生 了 这 种 下 PR 信和 号。 每 个 
可 以 被 EPR 检 测 到 的 Fe/S 基 团 被 称 作 一 个 中 心 或 集群 (clu- 
ster) 。( 铁 硫 蛋 白 的 ) 一 条 多 肽 链 可 能 含有 一 个 以 上 的 中 心 。 


A 半 胱 氨 酸 


多 De。6 铁 硫 中 心 
这 是 一 个 有 4 个 Fe 和 4 个 酸 不 稳定 的 硫 中 心 。 在 酸 处 理 时 , 那 几 个 上 面 划 
线 的 硫 会 以 机 vS 的 形式 释放 出 来 。 虽 然 它 有 4 个 Fe 原子 , 但 是 整个 中 心 只 经 历 单 
电子 氧化 还 原 反 应 。 


尚 不 清楚 在 线粒体 呼吸 链 中 究竟 有 多 少 铁 硫 中 心 ;在 复合 体 
I 含 有 7 个 之 多 (第 5.6 节 )。 

铁 硫 蛋白 中 的 铁 原 子 通过 胱 氨 酸 中 的 硫 与 脱 辅 基 蛋 白 共 
价 相 联 , 并 且 通 过 酸 不 稳定 性 硫 桥 与 另 一 个 铁 原 子 相 联 《 图 
5.6).。 铁 硫 中 心 可 能 含有 2 或 4 个 铁 原 子 , 但 是 每 个 中 心 只 能 作 
为 一 个 单 电子 载体 。 铁 硫 蛋 白 在 能 量 转换 电子 传递 链 中 广泛 
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图 5.7 电子 自 旋 共振 与 铁 硫 中 心 的 检测 

(a) 设备 ， 微 波源 产生 约 为 10*Hz , 30cm 的 单 色 辐 射 。 在 一 个 外 加 磁场 
中 , 样品 里 的 不 成 对 电子 会 吸收 辐射 。 吸 收 作用 所 需 磁 场 的 精确 值 取决 于 该 电子 
的 分 子 环境 。 根 据 方程 by 一 g 有 8 刀 这 里 的 大 是 普 朗 克 常 数 ,o 是 辐射 频率 , PERK 
MER, H 是 外 加 磁场 ,g 是 该 物质 的 特征 光谱 常数 。 保持 微波 频率 稳定 而 改变 
磁场 即 可 得 到 曲线 b。 实 际 上 , 将 稳定 增加 的 磁场 与 通过 辅助 扫描 线圈 的 极为 迅 
速 的 小 振幅 调制 相 亚 加 即 可 微分 波谱 ,曲线 c。 由 穿 过 每 次 扫描 的 巩 波 吸收 的 变 
化 可 得 到 微分 波谱。 能量 转换 膜 的 波谱 ,曲线 d 是 复杂 的 。 可 以 从 波 译 ,或 波 谷 , 或 
曲线 的 动 点 来 得 到 9g 值 。 样 品 必须 是 被 冷冻 的 , 一 般 蛋 白 浓度 较 高 (10 二 50mg 

ml) 。 


地 分 布 , 它 的 7 值 可 以 有 很 大 的 不 同 ， 对 叶绿体 审 的 铁 氧 
还 蛋白 (ferredoxin) 来 说 , 低 至 一 430mV( 第 6.4 节 )， 而 对 细 
fAHiPIP (高 电位 铁 Hie A,high-potentialiron-sulphur 
protein) 来 说 , 则 高 达 十 360mV( 第 6.3 节 )。 
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氧化 型 还 原型 
a. YM. 
9 OH 
CHO CHa 2e-+2H* 
CH,0 R 
©) ah 
b. FERMA 
O OH 


CH3 
2e-+2Ht 


R 
O OH 
C. KR | 
O on 
CH 
2e-+2H* 
ea ng 
CH R 
£ CH; OH 


R= ~(CH>-CH=C-CH,)nH 
A5.8 泛 配 以 及 有 关 的 氧化 还 原 载 体 
在 哺乳 动物 中 发 现 的 泛 柄 (辅酶 Q.CoQ .UQ 或 单 写成 
Q)2UQ,, , 它 有 一 条 侧 链 ,包含 10 个 5 碳 的 异 戌 二 烯 单位 (图 
5.8) 这 条 有 50 个 碳 的 碳 所 化合 物 侧 链 使 得 UQie 呈 高 度 疏 水 
性 .经 过 2H*+2e7 还 原作 用 后 UQ 形 成 UQH:(ubiquinol)， 
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同时 EPR 证 明了 有 部 分 还 原 的 自由 基 形 式 UQH Cubisemi-' 
quinone) 存 在 。UQ 在 呼吸 链 中 的 作用 是 一 个 有 争议 的 问 
” 题 。 与 其 他 的 呼吸 链 组 分 相 比 , 泛 醒 的 部 分 转换 率 低 , 这 使 得 
泛 醒 位 于 支 路 。 然 而 , 泛 醒 的 量 却 远 高 于 其 他 呼吸 链 组 分 ， 
而 且 从 通过 泛 醒 库 (UQ pool) 的 总 流量 上 看 , HERE 于 
主要 代谢 途径 上 是 适当 的 (Kriger 和 Klingenberg ,1973) , 
关于 泛 配 功能 的 最 简单 的 假设 是 把 它 作为 一 个 将 复合 体 工 、 
E 与 复合 体 下 连接 起 来 的 活动 的 氧化 还 原 载体 ,尽管 在 复合 
体 开 的 电子 传递 "Q 循 环 "公式 中 , 假设 泛 醒 起 着 完整 的 作用 
(第 5.8 节 )。 虽 然 UQi。 是 生理 上 的 介质 ,但 是 由 于 它 的 疏水 特 
性 故 难于 应 用 在 实验 室 里 , 而 有 着 较 短 侧 链 的 泛 醒 水 溶性 很 
高 ,常常 被 使 用 。 
某 些 无 氧 呼 吸 链 不 使 用 泛 本 而 使 用 甲 基 茜 本 《menadqu- 
inone)( 第 5.12 节 ) ,在 叶绿体 中 ,相应 的 氧化 还 原 载体 (第 6.4 
节 ) 是 质 体 本 (plastodquinone)( 图 5.8)， 


5.3 呼 吸 链 中 氧化 还 原 载体 的 线性 顺序 


六 十 年 代 初 期 , 由 于 应 用 了 和 氧 电极 技术 和 光谱 技术 《第 
4.5 节 ) ,线粒体 呼吸 链 中 电子 载体 的 顺序 被 基本 确定 了 《图 
5. 1)。 由 于 能 够 在 沿 呼吸 链 对 应 于 呼吸 复合 体 连 接 处 的 几 - 
个 部 位 上 注入 和 引出 电子 , 极 大 地 促进 了 这 项 工作 。NADE 
还 原 复 合体 I ,琥珀 酸 还 原 复合 体 T ,四 甲 基 -p- 葵 二 胺 (tet- 
ramethyl-p-phenylenediamine, TMPD) 还 原 细 胞 色素 氧 
化 酶 (图 4.2)。 常 将 抗坏血酸 与 TMPD 一 起 加 入 以 重新 产生 
还 原型 的 TMPD . 铁人 毛 化 均 是 非特 异性 的 , 但 不 能 透 过 膜 的 
电子 受 体 , 它 不 仅 能 够 将 呼吸 链 分 割 成 几 个 部 位 ,而 且 还 可 以 
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提供 有 关 膜 内 组 分 取 疝 的 信息 (Klingenberg, 1979), 
”特异 性 电子 传递 抑制 剂 的 发 现 使 氧 电极 可 以 用 于 确定 电 
子 进 入 部 位 及 抑制 剂 作用 部 位 的 相对 位 置 (图 5.9)。 掌 握 了 这 
些 信 息 ,就 有 可 能 对 与 这 些 部 位 相关 的 每 个 氧化 还 原 载体 的 
定位 进行 光谱 学 分 析 。 

通过 向 无 氧 的 线粒体 悬浮 液 中 加 入 氧 以 诱发 瞬间 反应 
(图 5.4) , 随 着 研究 瞬间 反应 发 生 时 呼吸 链 氧 化 作用 动力 学 技 
术 的 进展 ,对 氧化 还 原 组 分 排 布 序列 的 独立 的 研究 也 开展 了 
起 来 .这 些 组 分 成 为 氧化 态 的 顺序 ,反映 了 它们 与 末端 氧化 酶 
的 接近 程度 ,也 反映 了 它们 在 电子 传递 主 途径 中 是 否 为 一 个 
有 动力 学 功能 的 组 分 。 在 这 种 条 件 下 观测 氧化 还 原 反应 的 迅 
速 性 需要 应 用 断 流 技 术 (stopped-flow technique)( 图 5.4)。 
呼吸 链 中 的 载体 势必 按 这 样 一 种 方式 排列 着 , 即 它 们 的 
氧化 还 原 电 位 Ey (383.347) 形成 了 一 个 从 NAD 互 到 O，, 的 
序列 。 中 点 电位 己 。 和 还 原作 用 的 程度 决定 了 王 的 大 小 
( 式 3. 19)。 尽 管 在 呼吸 链 中 : -个 组 分 还 原作 用 的 程度 可 以 用 
光谱 法 来 测定 ,但 为 测定 原 位 中 点 电位 需要 用 间接 的 方 法 。 
必须 注意 ,一 个 组 分 在 呼吸 链 上 的 中 点 电位 与 该 组 分 被 提 纯 
并 被 浴 解 后 的 中 点 电位 是 不 同 的 。 

氧化 还 原 电 位 分 析 (redox potentiometry) HK AR Ch 
Dutton 和 Wilson,1976;Dutton,1978) 把 双 波 长 光谱 与 氧 
化 还 原 电位 测定 技术 结合 起 来 了 (第 3.3 节 )。 正 如 大 多 数 生物 
电 偶 的 氧化 还 原 电 位 的 情况 一 样 , 需要 加 入 低 浓 度 的 中 间 氧 
化 还 原 电 侦 以 加 速 铀 电极 与 初始 电 偶 间 的 平衡 过 程 。 由 于 二 
级 中 间 物 只 能 在 其 中 点 电位 的 范围 内 有 效 地 起 作用 (这 样 会 
有 可 观 浓 度 的 氧化 态 与 还 原 态 两 种 中 间 物 ) ,所 以 需要 一 组 中 
点 电位 各 相差 约 100mV 的 中 间 物 来 覆盖 呼吸 链 的 全 部 跨 距 。 
所 使 用 的 中 间 物 的 浓度 ; FE LO —10~* mol/L .许多 中 间 
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止 通 过 呼吸 链 的 净 流 动 打 乱 平衡 。 


a 。 氧 电极 曲线 


y 线粒体 


ik 
- SEsAR. 


抗 霉 素 A 
< TMPD/ 抗坏血酸 


KA 


p- 羟 基 T yesiig TMPD/ 抗坏血酸 


NA D* O2 
\ - 
ARR 86K A CN- 
图 5.9 ”确定 抑制 剂 作用 部 位 及 电子 进入 呼吸 链 的 位 点 的 相对 位 置 的 典型 氧 
电极 实验 


将 肝 线 粒 体 加 入 到 空气 饱和 的 含有 FECCP( 一 种 质子 移 位 体 , 可 使 线粒体 的 质 
子 渗透 性 成 为 无 速度 限制 的 , 见 第 2.5.3 节 ) 的 介质 中 。 最 初 存在 NAD+ 连 接 的 底 
物 B- 羟 基 丁 酸 。1Mmol/L。 鱼 蔬 酮 即 可 以 完全 抑制 呼吸 作用 , 但 允许 琥珀 酸 随 后 
被 氧化 抗 霉 素 A 抑 制 琥 珀 酸 的 氧化 作用 ， 但 并 不 抑制 TIMED 和 抗坏血酸 氧化 反 
应 。 氰 化 物 抑制 这 一 呼吸 作用 .加 入 连 二 亚硫酸钠 盐 (9:942-) TUR SIE 
RR. 


. 
膜 结合 体系 的 第 二 项 要 求 是 ,这 些 中 间 物 必须 能 够 透 过 
BE, 以便 与 所 有 的 组 分 达到 平衡 ， 假 如 所 研究 的 线粒体 处 于 | 


- e" 
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“能 化 "状态 ( 即 存在 ATP, 因为 培养 液 必 须 是 无 氧 的 ) ,将 导 
致 极为 复杂 的 局 面 。 因 为 A 少 和 Ap 互 会 影响 氧化 态 或 还 原 
态 中 间 物 在 膜 两 侧 的 分 布 , 而 且 在 呼吸 链 组 分 处 的 氧化 态 中 
闻 物 与 还 原 态 中 间 物 的 比例 也 会 与 在 铂 电 极 处 不 同 。 必 须 把 
可 能 的 人 工效 应 与 真正 的 效应 区 分 开 (\ 见 村 inkle 和 Mitchell， 
1970; Walz,1979)。 由 于 在 膜 电位 的 诱导 下 电子 跨 膜 重 新 分 
布 ,甚至 由 于 Em 本 身 亦 会 依赖 能 量 发 生 改 变 ,因此 对 那些 依 
PAT ATP 的 效应 的 解释 非常 复杂 。 故 最 简单 的 氧化 还 原 电 
位 测定 可 以 用 去 能 化 的 线粒体 或 亚 线粒体 颗粒 来 进行 。 
呼吸 链 组 分 屯 。 的 实际 测定 是 很 简明 的 (图 5.10) ,线粒体 
在 无 氧 条 件 和 三 级 中 间 物 存在 下 保温 。 有 关 组 分 的 还 原状 态 
通过 分 光束 光谱 来 监测 ,周围 环境 的 氧化 还 原 电 位 则 用 铀 电 
极 或 金 电极 来 监测 。 电 极 允 许 二 级 中 间 物 与 呼吸 链 组 分 全 都 
平衡 在 一 个 王 上 。 FE, 可 以 被 调 得 更 为 电 负 性 〈 通 过 加 入 
抗坏血酸 `NAD 开 或 连 二 亚 硫 酸 盐 ); 而 加 入 铁 氰 化 物 则 可 以 
把 已 调 得 更 具 正 电 性 , 该 组 分 的 五 和 还 原 程 度 是 同时 被 
监测 的 。 按 这 种 方式 就 能 进行 一 个 组 分 的 氧化 还 原 滴 定 。 
通过 这 种 滴定 能 够 获得 许多 信息 。 除 中 点 电位 之 外 ,无 论 
这 个 组 分 是 单 电子 载体 (每 十 个 60mV ) 或 是 二 电 子 载体 (每 
十 个 30mV) ,都 可 以 确定 它 的 log [氧化 ] / [还 原 ] 的 斜率 。 
在 不 同 的 p 了 下 重复 进行 滴定 , 即 可 以 知道 该 中 点 电位 是 不 
是 依赖 于 p 也 的 ,如 果 是 ,就 意味 着 这 个 组 分 是 一 个 ( 开 + e7) 
载体 。 最 后 , HET EME Hl, 这 种 技术 常 能 从 单一 光谱 峰 中 
分 辨 出 二 个 或 三 个 组 分 。 在 这 种 情况 下 ,基础 Nernast 曲 线 ( 图 


| ， 3.3) 层 变 而 成 为 两 条 具有 不 同 Em 值 的 曲线 的 和 ,它们 随后 可 


以 被 分 辩 开 。 发 现 复合 体 下 中 的 细胞 色素 b 可 以 被 分 辨 成 为 两 
个 组 分 (第 5. 8 节 六 乃 是 利用 这 一 技术 所 得 到 的 最 令 人 感 兴 ; 
的 发 现 之 一 .氧化 还 原 电位 法 也 可 以 应 用 到 铁 硫 重 白 上 ,这 时 
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组 分 的 氧化 还 原状 态 可 以 用 电子 自 旋 共振 法 CEPR) He we ws, 
图 5.11 中 列举 了 呼吸 链 中 可 辨认 出 的 组 分 的 中 点 电位 。 

一 旦 非 呼吸 线粒体 的 Fn 值 被 确定 , 那么 只 通过 测定 呼 吸 线 

粒 体 中 任何 一 个 组 分 的 还 原 程度 , 就 能 给 出 该 组 分 的 五 值 。 


3 .装置 


b. 政 珀 酸 -细胞 色素 “还 原 酶 复合 体 〈 工 + 严 ) 的 氧化 还 原 差 光 谱 


- O0-0O5A 


(nm) 


图 5.10 测定 呼吸 链 组 分 的 氧化 还 原 电 位 

a. 同 时 测定 氧化 还 原 电 位 与 吸收 光谱 的 装置 。b. 由 琥珀 酸 盐 -细胞 色素 还 原 

酶 ( 即 复合 体 I++II) 悬 浮 液 所 得 到 的 差 光 谱 。 在 低 浓 度 Triton X-100MM AMR 

盐 液 中 的 复合 体 加 入 到 含有 和 氧化 还 原 中 间 物 的 无 氧 培养 液 中 ,通过 加 六 铁 氛 化 钾 

来 改变 周围 的 氧化 还 原 电 位 。i .在 十 280mV 的 参照 扫描 (基线 九 所 有 细胞 色素 被 
氧化 。 在 十 145mV 进 行 第 二 次 扫描 ( 细 胞 色素 cr 处 于 还 原 态 久 证. 基线 在 十 145my 
(细胞 色素 ci RR), 第 二 次 扫描 在 一 10mV ( bso. 也 被 还 原 )，iii. 基线 在 
-10mV(c: 和 bis: 被 还 原 ) ,第 二 次 扫描 在 一 100mV (细胞 色素 bsss 也 被 还 原 ) 4 

(#48 i, Dutton, 1978), 
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长 粒 体 所 得 到 的 结果 见 表 5.11。 氧 化 


还 原 组 分 分 成 四 个 等 电位 组 ,组 之 间 的 间隔 即 相 应 于 质子 移 
位 作用 发 生 的 区 域 。 电 子 跨越 这 些 间 隔 的 五 降 被 贮 存在 质 
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线粒体 呼吸 链 组 分 的 Em URI 4 Ey 值 


图 5.11 


,氧化 


,由 去 能 化 线粒体 得 到 的 一 =m 值 。 


有 -羟基 于 酸 处 于 状态 4 的 线粒体 的 达 h 值 , 根据 去 能 化 的 Em 值 和 处 于 状态 4 的 


这 些 值 是 关于 心脏 线粒体 的 。 


组 分 的 还 原 程度 计算 得 出 。 假 定 没 有 中 点 电位 的 依赖 于 能 量 的 变 化 发 生 (〈 采 用 


Erecinska 等 , 1974;Dutton 和 Wilson,1974 的 数据 )。 


° 119 


5.4 通过 呼吸 链 的 质子 移 位 作用 # 
由 “回路 ”模型 或 “构象 泵 - 
模型 而 来 的 结构 预测 


综述 Greville,1969; Mitchell,1976b,1979a;Papa, 
1976; WikstrOmfilkrab, 1979 


图 4.10 介绍 关于 呼吸 链 质 子 移 位 作用 机 制 的 两 个 假说 ， 
它们 都 具有 H+/2e- 的 化 学 计量 关系 。 由 Mitchell 提出 的 
呼吸 链 直 接 回 路 (direct looped) 机 制 受 到 了 一 些 有 说 IR A 
的 和 经 实验 证 实 的 压力 。 按照 这 个 模型 ,射出 的 质子 是 电子 从 
(H+ 十 e-) 载 体 传 向 纯 电 子 载体 ,并 在 膜 的 外 表面 释放 质子 的 
直接 结果 。 随 后 电子 又 从 纯 电 子 载体 传 向 (H+ 十 e-) 载 体 上 ， 
并 从 基质 中 吸收 质子 (图 4.10)。 可 以 推断 ,对 每 一 个 循环 都 存 
在 着 一 个 2H+/2e- 的 强制 性 的 化 学 计量 关 系 ( 第 4. 3 节 ); 因 
而 在 氧化 还 原 载 体 的 线性 序列 中 , 载体 必须 正确 地 变换 , 而 
且 它 们 必须 以 一 种 能 够 使 质子 沿 所 观察 方向 移 位 的 方式 定位 
在 膜 上 。 相 反 , 构 象 泵 则 完全 是 一 个 不 很 严格 的 概念 ,能 适应 
几乎 任何 实验 观察 。 

“回路 "假说 的 主要 问题 是 缺乏 呼吸 链 中 明显 的 (H+ 十 
e-) 载 体 的 证 据 。 这 里 只 有 两 个 明显 的 (H+ 十 e-) 载 体 一 - 复 
合体 [ 中 的 FMN( 第 5.6 节 ) 和 UQi。 ,但 是 却 有 多 至 15 个 显 
而 易 见 的 电子 载体 (8 个 Fe/S 和 蛋白 ,5 个 细胞 色素 以 及 2 个 Cnu 
原子 )。 对 这 个 问题 的 解释 之 一 是 质子 推动 的 Q 循环 (第 5.8 
节 ) ,在 两 个 回路 中 ,，UQie 实质 上 起 到 了 (也 + 十 e-) 载 体 的 作 
用 。 
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有 时 讲 到 "回路 "假说 需要 这 些 回路 横 穿 过 膜 , 而 且 应 当 
在 膜 的 外 表面 检测 到 相应 的 氧化 还 原 载 体 。 然 而 ,对 于 一 个 
有 功能 的 回路 来 说 ,全 部 所 需 乃 是 一 种 向 膜 的 外 侧 释 放 质 子 
的 方式 。 因 而 所 有 的 氧化 还 原 载体 一 定 要 定位 于 膜 的 向 基质 
的 表面 ,由 与 ATP 合成 酶 中 F。 部 分 相 类 似 的 特异 的 质子 通 
道 来 催化 质子 移 位 作用 (第 7. 3 节 )。 

虽然 把 有 关 呼 吸 链 质 子 移 位 作用 的 理论 归纳 为 回路 或 者 
构象 泵 较 方 便 , 但 重要 的 是 不 要 夸大 这 两 个 模型 间 的 差别 。 因 
此 ,回路 "假说 提出 一 些 氧化 与 还 原 载体 在 还 原 作 用 中 会 改 
变 它 们 的 p 天 值 ,足以 从 基质 中 每 两 个 电子 结合 两 个 质 子 , 然 
后 在 重新 氧化 时 再 降低 它们 的 DX, EAE PERCH Sb 部 去 。 
这 种 p 天 值 改 变 及 方向 性 同时 也 是 任何 一 种 “构象 泵 "模型 的 
性 质 , 唯 一 的 区 别 是 取消 了 质子 与 电子 必须 结合 在 同一 组 分 
上 这 个 限制 。 代 替 氧 化 还 原 组 分 不 同 于 与 质子 结合 组 分 ， 
Gibbs 能 量 成 为 可 获得 的 了 ,这 是 由 于 氧化 还 原 变化 能 通过 构 
象 改变 被 传递 到 第 二 个 组 分 ,这 个 组 分 也 相应 地 改变 它 的 pK 
和 构象 。 因 为 第 二 个 组 分 可 以 是 一 个 没有 氧化 还 原 性 质 的 
肽 ,所 以 对 可 能 候补 者 的 选择 也 不 再 受 限 制 了 。 其 次 ,化 学 计 
量 上 的 限制 也 消除 了 ,因为 没有 理由 说 明 ,为 什么 对 应 于 相关 
联 的 氧化 还 原 载体 的 2e- 还 原作 用 而 引起 的 构象 改 变 , 三 个 
或 多 个 基 团 的 p 玉 值 也 应 当 是 不 变 的 ,没有 已 知 的 氧化 还 原 
载体 可 结合 多 于 2H+/2e- 

一 个 构象 泵 必须 使 氧化 还 原 变化 .构象 改变 和 质子 化 HE 
用 的 改变 协调 一 致 。 因 此 即使 是 最 简单 的 模型 也 会 有 23 一 8 
种 假设 状态 与 三 维 排列 的 转换 作用 相对 应 。 如 图 5.12 所 示 ， 
通过 限制 所 允许 的 转换 作用 的 数目 可 以 迫使 质子 的 定向 移 
位 . 
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人 ( 低 电 位 ) 


R 


HP Ht 
Oo (高 电位 ) 
C 构象 变化 


.R 氧化 还 原 变化 
 P 质子 化 改变 


AULA 
() 还 原 态 载体 
G 低 亲 和 性 Hh*- 结 合 部 位 
oF 
UO seme 中 .结合 部 位 
图 5.12， 氧 化 还 原作 用 驱动 的 质子 和 模 型 
这 表示 一 个 化 学 计量 为 1He/ie- MARE GRAB, RALLIES 


存在 (由 两 种 构象 .两 种 氧化 还 原状 态 和 两 种 质子 化 状态 得 到 的 组 合 )。 为 了 产生 
定向 的 质子 运输 , 在 这 八 种 状态 之 间 只 允许 一 定 的 转变 。 ， 


- 区 2 


55 “呼吸 链 复合 体 的 分 离 与 重组 


综述 Hatefi,1978;Hatefi 等 ,1962( 复 合体 的 制 各 ); 
Kagawa,1972;Racker,1979( 分 离 与 重组 ) 


在 低温 和 低 浓 度 下 使 用 如 胆 酸 盐 和 去 氧 胆 酸 盐 等 胆汁 
盐 , 只 会 破坏 膜 中 的 脂 - 脂 相互 作用 , 肽 - 肽 间 的 结合 仍 是 完整 
的 。 利 用 这 类 去 拍 剂 ,可 以 把 线粒体 呼吸 链 分 成 四 个 复合 体 ， 
它们 被 称 为 复合 体 [. 工 .下 和 了 (细胞 色素 c 氧 化 酶 )。 在 此 深 
解 过 程 中 每 个 复合 体 都 保持 着 电子 传递 活性 。 当 这 些 复 合体 
被 重组 到 人 工 双 分 子 层 膜 上 时 ,它们 的 质子 移 位 活 性 也 得 以 
恢复 。 分 离 与 重组 这 些 复 合体 有 以 下 几 个 目的 :(1) 减 少 了 完 
整 线粒体 的 复杂 性 ;(2) 有 可 能 确定 呼吸 链 上 每 个 区 域 表 现 功 
能 所 需 组 分 的 最 低 数 量 ; (3) 在 化 学 渗透 理论 受到 检 验 期 间 ， 
为 了 排除 在 呼吸 链 与 ATP 合 成 酶 之 间 有 化 学 上 或 者 结 构 上 
直接 联系 的 必要 性 ,重组 被 证 明 是 最 有 说 服 力 的 方法 之 一 。 例 
如 通过 将 完全 属于 不 同 种 类 的 复合 体 , 象 牛 心 线粒体 ATP 合 
成 酶 与 嗜 盐 菌 的 先驱 动 质子 泵 (第 6. 6 节 ) 结合 到 同一 个 双 层 
BE EW ATP 合成 作用 是 有 可 能 “重组 ”的 。 

当 线 粒 体 呼吸 链 被 分 部 分 离 时 ,似乎 复合 体 共 的 摩 尔 数 
两 倍 于 复合 体 下 。 复 合体 I 和 复合 体 工 的 实际 摩尔 数 则 更 
小 。 被 分 离 的 复合 体 很 易于 重新 装配 到 一 起 。 例 如 在 磷脂 和 
UQi。 的 存在 下 ,复合 体 I 和 复合 体 开 能 自动 地 重新 装 配 起 
来 ,恢复 NADH- 细 胞 色素 e 氧化 还 原 酶 活性 (Rasana 和 He- 
ron,1978), 

eR Ae RE Racker 和 Kagawa 首 创 的 。 一 旦 得 
到 了 纯净 的 复合 体 ,就 要 考虑 技术 上 的 问题 。 首 先 必 须 设 计 
一 种 技术 , 它 能 够 把 复合 体重 新 引入 到 脂 双 分 子 层 中 去 而 仍 
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能 保持 活性 。 其 次 要 考虑 到 重组 上 的 质子 泵 在 膜 内 无 规 取 向 
的 可 能 性 ,这 种 无 规 取向 会 妨碍 对 (质子 ) 净 运输 作用 的 监测 。 
通常 是 将 复合 体 与 磷脂 一 起 悬浮 在 胆 酸 盐 ( 溶 液 ) 中 , 然后 把 
BPA BMT He, BN AY (HHS HK) He Aw Ha BEC vesicles), fk 
PRA AGREE A IE RN, MTT IEE SL 
合体 与 磷脂 一 起 超声 (第 1.4 节 )。 


5.6 复合 体 CNADH-UQ 和 氧化 还 原 酶 ) 
综述 Ragan,1976( 性 质 ) ;Hatefi,1978( 制 备 ) 


复合 体 I Heth 2 个 电子 从 NADH $8 BUQio ,AR ，r 
约 为 310mY《〈《 图 5. 11)。 该 复合 体 是 一 个 质子 移 位 体 , 这 在 
用 完整 线粒体 或 者 用 重组 的 复合 体 工 并 以 氧化 态 的 泛 醒 作 电 
子 受 体 时 都 可 以 显示 出 来 .使 用 NAD-” 结合 的 底 物 可 获得 比 
使 用 琥珀 酸 ( 盐 ) 为 底 物 时 较 高 的 也 /0O 比 (第 和 3 节 ) 及 ADPE/ 
O 比 (第 4.6 节 ) ,琥珀 酸 ( 盐 ) 可 以 通过 非 质子 移 位 体 复 合体 了 
向 UQi。 传递 电子 。 

复合 体 工 的 分 子 量 约 为 850, 000D ,这 大 概 是 内 膜 上 最 大 
的 一 个 蛋白 质 组 分 。 它 至 少 含有 16 个 多 肽 ,大 多 数 并 不 直接 
起 氧化 还 原作 用 。 NAD 互 在 内 膜 面向 基质 的 一 侧 被 含有 
FMN 的 组 份 一 -NADH 脱 氢 酶 所 氧化 。 因 此 完整 的 线 粒 
体 不 能 利用 外 加 的 NAD 世 ,翻转 后 的 亚 线粒体 颗粒 大 概 能 够 
利用 它们 。 除 EMN 外 ,复合 体 I 中 对 应 于 每 摩尔 EMN 还 
含有 16 到 18 个 Fe 原子 和 酸 不 稳定 性 3, 它们 结 成 2 到 4 个 
铁人 能 (Fe-cluster)。 每 摩尔 复合 体 [ 中 有 4 到 7 个 上 e/s 
中 心 ,它们 可 以 与 氧化 还 原 电 位 一 起 被 低温 EPR 检测 到 〈 图 
5.11)。 除 了 具有 约 一 80mY E£,,, HN-2 db, HAH PD 
的 中 点 电位 都 在 一 240mV 到 一 380mY 间 变化 。 
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复合 体 1 BBE PEM REAR RAH A(piericidin A) 
抑制 。 尽 管 EMN 和 所 有 的 Fe/S 中 心 在 抑制 剂 存在 时 都 被 
还 原 ,抑制 作用 很 可 能 是 发 生 在 电子 向 UQie 传递 的 最 后 一 
步 ,但 是 鱼 和 能 酮 的 结合 部 位 尚 不 清楚 。 

膜 不 通 透 的 、 非 特异 性 的 电子 受 体 铁 氟 化 物 不 能 与 完整 
线粒体 中 的 复合 体 I 相互 作用 ,但 是 能 在 翻转 的 亚 线粒体 颗 
粒 中 众 化 迅速 的 .对 鱼 能 酮 不 敏感 的 氧化 作用 。 


5.7 ZAKI (RARMAM) ;电子 
RAKE GWURKA-YwRRRAS 


综述 Hatefi,1978(4) 4) 


除了 复合 体 工 之 外 ,还 有 其 他 三 个 氧化 还 原 途 径 把 电子 
提供 给 UQik。 和 复合 体 焉 。 它 们 是 : ZAKI, 它 从 王 珀 酸 传 
BBS; 电子 传递 黄 素 蛋 白 , 它 从 脂肪 酸 DB- 氧 化 作用 的 黄 素 
蛋白 相连 的 步 又 提供 电子 ;以 及 o 呈 甘油 磷酸 脱 氢 酶 , 它 催 化 
c- 甘 油 磷 酸 向 磅 酸 二 羟 丙 酮 的 线粒体 外 氧化 作用 。 它 们 中 
的 前 两 个 定位 于 内 膜 的 向 基质 的 一 侧 , 另 一 个 则 在 膜 的 外 表 
面 。 所 有 这 三 者 都 是 黄 素 蛋白 ,都 是 从 中 点 电位 接近 0 mV 的 
撒 物 电 侦 传 递 电子 .正如 根据 热力 学 所 推断 的 ,它们 都 不 是 质 
子 移 位 体 。 

复合 体 工 由 多 达 4 个 多 肽 组 成 ( 表 5.1)。 两 个 最 大 的 多 肽 
组 成 了 琥珀 酸 脱 氢 酶 ,一 个 最 大 的 多 肽 中 含有 一 个 共 价 结合 
的 上 AD 以 及 两 个 Ee/5 中 心 , 而 另 一 个 最 大 的 多 肽 中 含有 另 
外 的 中 心 。 复 合体 工 含 有 等 摩尔 数 的 细胞 色素 b 与 READ ,这 
里 的 细胞 色素 b 与 复合 体 开 (第 5.8 节 ) 中 的 不 同 , 它 与 较 小 的 
多 肽 相连 ,其 功能 尚 不 清楚 。 
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5.8 泛 醒 与 复合 体 IHI (bc'- 复 合体 或 UQ- 
细胞 色素 c 氧 化 还 原 酶 ) 
综述 Hatefi,1978(4] 4); Wikstrém, 1973; 
Papa, 1976; Rieske, 1976(}-@) 


5.1 线粒体 呼吸 链 中 具有 功能 的 复合 体 


Soe 休 亚 基 辅 ”其 se 
I*NAD 百 -UQ 还 原 酶 16 IFMN 有 
850kD 16 一 24 非 血红 素 铁 
《5 一 7 个 中 心 ) 
[TI# 琥 珀 酸 -UQ 还 原 酶 2 1FAD 范 
94kD 8 非 血 红 素 铁 
(3 个 中 心 ) 
(2%) 
T1*UQH,-#WeAcKAM6—8 ”2b 型 血红 素 有 
280kD 1c 型 血红 素 
2? 非 血红 素 铁 
(ni He) (1 个 中 心 ) 
IV*# 细 胞 色素 c 氧 化 酶 6 一 7 2am mar A? 
200kD 2Cu 


a。 严 格 地 讲 , 关 于 是 电子 还 是 质子 被 移 位 的 问题 还 有 争论 ( 见 第 5.9 5). 

各 类 细胞 色素 以 接近 的 定量 关系 存在 , 即 b:ci:c:a:as 一 2:1:2:2:2。 各 类 复 
合体 间 大 约 的 摩尔 比 是 I:II:III:IV=0.1:0.1:0.5:1。 _ 

虽然 在 呼吸 链 中 UQi。 是 最 小 的 氧化 还 原 组 分 , 但 是 它 

的 作用 却 引 起 了 很 多 争论 。 这 个 或 水 性 辅酶 最 简单 的 功能 是 

作为 一 个 氨 库 ”, 即 是 一 个 从 复合 体 T 和 工 向 复合 体 开 传递 

电子 的 可 移动 的 (2 五 "十 2e-) 载 体 。 然 而 ,在 质子 推动 的 Q 
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Va” (protonmotive-Q cycle) PVIZM ST, EBA ATA 
HW (H* +e7) fe UQ 起 了 不 可 缺少 的 作用 。 
复合 体 开 含有 8 个 亚 基 , 包 括 2 分 子 的 细胞 色素 b 和 1 分 子 
”的 细胞 色素 cs: 在 很 长 一 段 时 间 里 ,人 们 都 以 为 这 两 个 细胞 色 
素 吕 属于 不 同 种 类 ,因为 具有 一 个 细胞 色素 b 可 以 在 加 入 琥 
珀 酸 后 被 还 原 ; 而 另 一 个 则 需 加 入 连 二 亚 硫 酸 盐 后 才能 够 被 
还 原 . 此 外 ;无 论 是 在 完整 的 线粒体 中 还 是 在 被 纯化 后 的 复合 
体 中 ,这 两 个 细胞 色素 b 都 显示 不 同 的 光谱 。 最 后 ,这 两 个 细 
FUER b 具有 不 同 背 中 点 电位 ,即使 在 纯化 后 的 细胞 色素 b 
双 体 中 它们 仍 有 区 别 (Yon Jagow 等 ,1978)。 这 两 个 看 来 不 
同 的 种 类 分 别 被 命名 为 bx 或 bss?( 单 靠 琥珀 酸 即 可 还 原 的 组 
分 ) 和 br 或 bsee( 可 由 连 二 亚 硫 酸 盐 还 原 的 组 分 ) .但 是 用 酵 
母线 粒 体 进行 的 遗传 学 研究 表明 ,这 类 脱 辅 基 和 蛋白 (apopro- 
teia) 是 由 相同 的 结构 基因 编码 的 ,提示 在 (细胞 色素 b) 双 体 
中 有 两 个 结构 上 相同 的 亚 基 。 在 这 种 情况 下 ,这 两 个 组 分 的 
不 同行 为 可 能 是 由 于 单 体 间 的 相互 作用 所 引 脖 的 。 

bssee 和 bsss 的 中 点 电位 分 别 为 十 30mV 和 一 30mV( 图 
5.11) 这 两 个 组 分 看 来 都 是 很 深 地 埋 在 膜 内 ,无论 是 在 完整 
线粒体 中 还 是 在 翻转 后 的 亚 线粒体 颗粒 中 ,非特 异性 电子 受 
体 铁 氨 化 物 都 不 能 与 它们 接近 。 EH AT Pk fife ch Kae AE 
的 膜 电 位 (第 3.6 节 ) 都 会 使 bsee 比 bse。 更 呈 还 原 性 ,bsee 的 
表 观 已 ,, 从 一 40mV 增 至 十 70mV。 说 明 这 两 个 组 分 可 能 位 于 
膜 上 相反 的 位 置 ,而 且 膜 电位 会 引起 电子 从 基质 侧 的 ,bses 转 
移 到 细胞 质 侧 的 bsee 上 去 。 

除 b 细 胞 色素 外 ,复合 体 焉 还 含有 细胞 色 率 ci 以 及 一 个 强 
正 电 性 的 Fe/5 蛋 自 (Rieske 和 蛋白 ) 它 是 一 个 2 Fe/s 中 心 。 这 
个 复合 体 还 有 几 个 所 谓 的 核心 蛋白 (core protein), ff] A 
”其 有 氧化 还 原 功能 ,但 是 可 以 参与 质子 移 位 作用 。 在 b 细胞 
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色素 与 细胞 色素 ci 之 间 的 E, SA PTE a ee, MATE 这 个 
区 域 中 的 电子 流 肯 定 是 和 AZzasy 的 产生 密切 关联 的 。 

细胞 色素 c; 的 分 子 量 为 31 000D ,已 从 牛 心 线粒体 制 得 
纯 品 。 与 分 离 后 的 制品 相 比 ,在 原 位 的 细胞 色素 c; EE 
的 仰 制作 用 不 敏感 ,这 说 明 它 是 一 个 内 部 蛋白 。 只 有 用 低温 
光谱 (第 5.2 节 ) 才 可 以 把 细胞 色素 ci 与 细胞 色素 < 区别 开 . 
细胞 色素 结合 于 内 膜 的 外 表面 但 是 当 膜 电 位 存在 时 ,细胞 
色素 c 和 c, 的 相对 氧化 还 原状 态 有 微小 的 变化 ;这 一 点 玫 明 ci 
也 朝向 外 表面 。 Rieske 蛋白 会 迅速 地 与 细胞 色素 ci 平衡 

复合 体 开 可 以 被 浓度 很 低 的 抗 霉 素 A 所 抑制 ,事实 上 是 
1mol HHA 抑制 1mol 的 复合 体 下 。 抗 霉 素 A 的 作用 
部 位 还 不 清楚 ,实际 上 对 于 复合 体 下 中 电子 流 的 全 部 途径 人 
们 出 未 取得 一 致 的 见解 。 当 电子 由 UQ 供给 复合 体 时 ,抑制 
剂 促进 b 细 胞 色素 的 还 原作 用 , 却 阻止 了 细胞 色素 ci 的 还 原 。 
加 入 如 铁 氨 化 物 之 类 的 电子 受 体 , 不 仅 会 引起 所 预期 的 细 
上 胞 色素 c, 的 氧化 作用 ,而 且 会 引起 b 细胞 色素 的 反常 还原; 
同时 加 强 了 膜 电 位 诱导 的 bses 和 bses IRE Z TA Hy 
化 。 这 种 奇妙 的 反应 并 非 依 赖 于 Ay ,而 且 可 以 用 溶解 后 的 复 
合体 证 明 ( 图 5.13).。 最 简单 的 解释 是 在 此 种 条 件 下 发 生 了 电 
子 流 的 歧化 作用 : 

e- “a 
[X] 6K 
e b 

假如 在 抗 霉 素 A 存 在 时 ,电子 从 非特 异性 供 体 的 传递 十 分 接 
EEE, IBA cy 的 氧化 作用 将 使 平衡 有 利于 b 还 原作 用 。 

第 二 个 (H+ 十 e-) 裁 体 的 缺乏 以 及 在 抗 霉 素 A 存在 下 细 
胞 色素 的 反常 行为 ,促使 Mitchell 对 经 典 回 路 (图 4. 10) 作 了 
修正 ,以 利于 "质子 驱动 的 Q 循 环 "(Mitchell,1975b)。 在 “Q 循 
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环 "理论 中 ,UQ 通过 游离 基 半 本 UQH (5.14) 经 历 两 阶 
段 氧化 作用 和 还 原作 用 起 了 不 可 缺少 的 作用 。 半 本 极为 活 
KR, ECW LAME Wwe A UQ MUQH, ;然而 它 可 以 被 了 PR 
在 线粒体 中 检测 到 ,而且 在 被 保护 的 环境 中 看 来 是 稳定 的 。 

Q 循环 在 保留 了 细胞 色素 上 述 立 体 关系 的 同时 ,也 考 虑 到 了 
在 抗 霉 A 存 在 下 由 于 c ,氧化 作用 而 引起 的 b 的 异常 还 原作 用 。 
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a 
Fe(CN)¢ 


图 5.13 抗 霉 素 A 和 铁 氰 化 物 对 纯化 的 复合 体 II 中 细胞 色素 还 原作 用 的 影响 


纯化 的 复 禽 体 II 由 去 垢 剂 胆 酸 盐 保持 在 溶液 中 ,加 入 UQ, 瑟 CUQ 蕊 :( 第 

5.2 节 ) 的 水 溶性 类 似 物 〗 可 以 使 之 还 原 , 二 氢 柄 (quinol) 使 得 全 部 细胞 色素 c 还 

原 , 但 只 能 使 30 匈 的 细胞 色素 b 还 原 ， 加 入 抗 霉 素 只 引起 稍 小 的 变化 。 但 是 当 

复合 体 由 于 加 入 铁 氰 化 物 被 氧化 时 ，c 却 成 为 较 多 被 氧化 的 , 而 b 则 成 为 较 多 被 

还 原 的 组 分 ， 由 于 二 气 醒 的 量 超过 了 铁 握 化物, 当 氧 化 剂 用 尽 后 ， 这 个 变化 还 会 
反 转 过 来 (根据 Rieske,1971 改 写 ) 。 


图 5.14 ”质子 驱动 的 "Q "循环 ( 按 Mitchell, 1975b) 


“上 了 2 ，。 


5.9 细胞 色素 c 与 复合 体 IY (A eacA 
化 酶 ; 亚 铁 细胞 色素 ;O2 氧 化 还 原 酶 ) 


综述 Hatefi,1978(#] 4); Wikstr6m4#eKrab, 
1979( 质 子 移 位 作用 ) 


复合 体 下 把 电子 传 给 细胞 色素 c 。 尽 管 细胞 色素 < 可 以 
定量 地 结合 于 细胞 色素 <. 氧化 酶 ,但 是 它 并 非 作 为 复合 体 的 
一 个 组 份 被 分 离 的 ,细胞 色素 c 是 一 个 位 于 线粒体 内 膜 外 表 
面 的 一 个 外 周 蛋白 ,很 容易 从 完整 线粒体 中 溶解 下 来 细胞 
色素 氧化 酶 是 呼吸 链 末端 复合 体 , 它 催 化 一 个 4e“ 反应 使 0， 
还 原 成 2 五 :O: 

4e-+ 4H*+0,—>2H,0 

MAAR c 是 天 然 电子 供 体 。 电 子 也 可 以 由 人 工 合成 的 电子 
供 体 四 甲 基 -p- 葵 二 胺 (TMEFD) 来 提供 ,TMPED 随后 可 由 抗 
坏 血 酸 还 原 ( 第 4.1 节 )。 为 了 适应 4e- 反 应 ,有 四 个 1 电子 氧化 
还 原 基 团 定位 于 这 个 复合 体 上 : 两 个 血红 素 ( 细 胞 色素 a 和 as ) 
及 两 个 能 够 从 Cu2 * 还 原 为 Cu”* 的 铀 原子。 根据 as 具有 结合 
于 CO 之 类 配 基 的 特殊 能 力 ,可 以 将 这 两 种 细胞 色素 区 别 开 ， 
尽管 也 象 b 类 细胞 色素 一 样 ,并 不 能 肯定 它们 是 代表 化 学 上 
不 同 的 种 类 。 在 b 和 fc 两 类 细胞 色素 分 子 中 , 铁 的 非 叶 啉 配 位 
都 被 氨基 酸 侧 链 所 占据 。 细 胞 色素 a 与 之 不 同 , 它 装 配 的 血 
红 和 蛋白 具 一 个 空余 的 配 位 位 置 ,使 得 as 可 以 与 O。 以 及 抑制 
剂 CO.CN- 和 Nas- 相 结合 . 

对 于 处 于 状态 4 的 线粒体 ,电子 以 约 十 290mV 的 已 ,7 进 
入 复合 体 ( 图 5.11) ,最 后 在 空气 饱和 的 介质 中 以 约 十 750mV 
的 E，7 被 传递 到 寺 O:/ 日 :9 时 偶 。 因 而 该 氧化 还 原 跨 距 
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| we we _ gt 


as 


AE, , ;>RAW460mV, Bui — Hs 1 AY a Re 
A 230mV 的 Ara+ 使 4 个 质子 跨 膜 移 位 (第 3.8 节 )。 虽 然 已 经 
确认 复合 体检 是 保存 能 量 的 ,但 是 关于 它 的 质子 移 位 作用 的 
化 学 定量 与 机 制 却 存在 热烈 地 讨论 。 与 呼吸 链 上 其 他 复合 体 
不 同 ,细胞 色素 氧化 酶 是 不 可 逆转 的 。 

图 5.15 描 述 了 关于 该 复合 体 机 制 的 两 种 提 法 。Mitchell 
最 初 提 出 这 个 复合 体 代 表 了 最 终 氧 化 还 原 回 路 的 电子 传递 分 
支 (electron-ttransfertring limb)( 图 4.10). 与 之 相反 ,质子 
泵 模型 建议 ,通过 复合 体 的 电子 流 所 引起 的 构象 改变 导致 质 
子 跨 膜 移 位 。 虽然 在 电子 传递 模型 中 没有 质子 的 跨 膜 运 输 ， 
HFA ATP 合成 酶 进入 的 质子 被 用 于 将 O。 还原 为 蔚 :O , 电 
子 流 足 以 与 ATE 合成 相 偶 联 ( 图 5. 15)。 


图 5.15 ”细胞 色素 氧化 酶 的 电子 移 位 模型 和 质子 泵 模型 
(a) 电 子 移 位 模型 (Mitchell, 1966) 。 化 学 计量 关系 :qy+/2e- 一 2， 由 基质 中 吸 
KT 2HY+/2e ,没有 也 + 释放 到 细胞 液 中 。(b) 质子 泵 模型 (Wikstr6 和 与 Krab， 
1979)“*/2e"=4(6) ;由 基质 中 吸收 4(6) HY/2e-,2(4)H+/2e- 被 释放 到 细胞 液 
中 ，(〈c) 尽 管 在 模型 (a) 中 没有 质子 跨 膜 移 位 , 电子 流动 也 可 以 与 ATP 合 成 作用 
7H EK, 
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a. 氧 电极 b pH 电极 
0.8mM Fe(CN)é" 0.3mM Fe(CN)6” 


O2| N 
+FCCP \-FCCP 


d, 稳 态 离子 运动 


2Fe(CN)E- 
2Fe(CN)3-A 


2H* 


图 5.16 细胞 色素 氧化 酶 的 质子 移 位 作用 将 鼠 肝 线粒体 加 到 低 组 
冲力 的 含有 了 Cl 


(作为 渗透 支持 物 ) .有 氨 起 素 ( 在 H+ 排 出 作用 起 始 时 用 于 中 和 电荷 ) 以 及 鱼 
和 戏 配 和 抗 釜 素 A( 以 确保 在 呼吸 链 的 其 他 部 位 没有 电子 传递 作用 发 生 ) 的 介质 中 。 
加 入 亚 铁 握 化 物 以 还 原 细胞 色素 o 随后 加 入 人 工 制 剂 (artifact) 可 以 看 到 PR 
的 酸化 作用 。(i) 因 为 质子 渗 回 到 基质 中 去 , 介质 转向 稳 态 的 碱 化 。 在 质子 移 位 体 
存在 下 (iiit), 只 能 观察 到 Ht 被 吸收 。(a) 氧 电极 曲线 , (b)P 瑞 电极 曲线 二 (ec) 初始 
$e, (d) fax HH QE Wikstr6m#iKrab, 1978), 
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只 有 质子 泵 模型 导致 质子 向 线粒体 外 的 空间 释放 (图 
5.15), 这 是 两 个 模型 最 明显 的 区 别 。 确 定 是 否 有 这 类 质 卫 
释放 发 生 ,看 来 很 简单 ,实际 上 却 要 十 分 小 心 以 确定 任何 观 
察 到 的 质子 确实 来 和 目 向 量 质子 移 位 作 FA (vectorial protor 
trans location)。 图 5.16 给 出 了 这 类 实验 的 一 个 结果 , 但 也 
请 参阅 Moyle 和 Mitchell(1978b ) . 


5.10 烟 栈 胺 核 苷 酸 转 氢 酶 
综述 Rydstr6m,1977 


尽管 NAD*/NADH 电 偶 与 NADP+*/NADPH 电 Ay 
中 点 电位 相同 ,可 是 后 一 个 电 侦 在 线粒体 基质 中 却 总 是 处 于 
更 为 还 原 的 状态 。 这 种 不 平衡 状态 是 由 一 种 能 量 依赖 性 转 氢 
酶 所 维持 的 , 它 催化 如 下 反应 : 

NADH+NADP*==NADPH+NA D* 

其 质量 作用 率 可 超过 500, 可 以 由 呼 吸 作用 CERES 
霉 素 不 起 作用 ) ,或 者 由 ATP 水 解 作 用 (在 这 种 情况 下 窒 霉 素 
有 抑制 作用 ) 来 维持 。 说 明 这 种 转 氢 酶 依赖 于 AZza+ ,而 不 依 
BF ATP, 

转氨酶 含有 一 条 分 子 量 为 97,000 的 主 多 肽 链 (Hojebe- 
rg 和 Rydstrom,1979) , 它 结合 于 膜 上 , 只 对 基质 的 核 背 酸 起 
作用 ,因而 可 以 在 翻转 的 亚 线粒体 颗粒 中 研究 它们 。 

通过 研究 亲 脂 性 阴离子 (第 2. 5 节 ) 跨 越 亚 线粒体 膜 的 运 
Bh, ,得 到 了 这 些 转 氢 酶 参与 电荷 跨 膜 运 动 的 证 据 ( 图 5. 17)。 对 
于 通过 能 量 转换 步骤 后 必 有 中 点 电位 差别 这 一 规律 (图 5.11) 
来 说 ,该 转氨酶 是 一 个 有 趣 的 例外 。 
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增加 | 


a. b. “ 
NADP+ NADH 
PCB™ 吸收 | | 
ee aA | 
cr 
减少 b oa 
NADP*+NADH === NADPH+NAD* 
C. C J 
NADPH+NAD* NADPH+NAD* 
He H* 
NADP“+NADH NADP*+ NADH 
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亚 线粒体 颗粒 在 有 缓冲 能 力 的 蔗糖 溶液 中 保温 , RAPS eR 和 CN- 以 
抑制 呼吸 链 。 7¢-7E107* mol/L PCB-(Phenyldicarbaun decaborane ,一 种 脂 溶 性 
阴离子 ), 用 黑 脂 膜 来 追 距 外 部 PCB- 浓 度 变 化 .在 a 中 , 转氨酶 反 向 运输 从 M 相 向 
C 相 运输 质子 ， 在 b 中 ， 转 氢 酶 将 质子 转移 至 M 相 ,同时 把 NADE+ 还 原 为 
NADPH， 在 c 和 d 中 分 别 表 示 了 各 自 的 离子 运动 (根据 9kulachev,1970)。 


5.11 植物 线粒体 的 呼吸 链 
综述 Palmer,1979;Moore 与 Rich ,1980 


植物 线粒体 呼吸 链 只 部 分 地 被 CN- 所 抑制, 说明 它 有 另 
外 的 末端 氧化 酶 。 就 从 Arum maculatum 成 熟 的 肉 穗花 序 


* 134- 


中 分 离 出 来 的 线粒体 来 说 ,其 抗 氰 途径 要 比 常规 细胞 色素 。 
氧化 酶 活泼 一 个 数量 级 (图 5. 18)。 这 个 末端 氧化 酶 的 性 质 
尚 不 清楚 ,尽管 在 不 同 的 时 间 里 人 们 曾 建 议 它 可 能 是 黄 素 蛋 
白 、 可 自身 氧化 的 b 型 细胞 色素 或 是 Fe/S 蛋白 。 在 疆 南 星 
(Arum) 线粒体 中 , 通 向 这 另 一 种 氧化 酶 的 途径 看 来 是 在 UQ 
水 平 上 分 支 的 ;例如 它 对 抗 霉 素 A 不 敏感 .由 于 这 另 一 条 途径 
不 使 质子 移 位 ; 故 能 量 转换 的 效率 低 。 由 此 产生 的 生 热 作用 有 
助 于 将 昆虫 引诱 剂 挥发 以 帮助 花粉 传授 , 这 在 生理 上 是 重要 
的 。 这 种 生 热机 制 与 在 哺乳 动物 褐色 脂肪 线 粒 体 (第 4.5 节 ) 
演化 而 成 的 机 制 形成 有 趣 的 对 比 , 在 褐色 脂肪 线粒体 中 质子 
移 位 作用 是 正常 的 ,但 存在 消耗 性 的 质子 重新 进入 作用 。 

植物 线粒体 氧化 外 源 性 NADH 的 能 力也 是 有 区 别 的 ， 
同时 对 内 源 性 NADH 的 氧化 作用 只 部 分 地 被 色 能 酮 所 抑制 ， 
这 两 个 NADH 库 是 由 不 同 的 酶 来 氧化 的 ;外 源 He NADH fy 
氧化 作用 可 为 Ca2+ 激 活 , 而 被 外 部 的 AMP 或 者 琥珀 酸 的 氧 
化 作用 所 抑制 。 这 种 外 部 途径 不 能 使 质子 移 位 。 

两 条 通 向 UQ 的 途径 以 及 两 条 由 UQ yO. HR BW 
在 ,提出 了 这 样 一 种 可 能 性 , 即 有 两 条 完整 的 途径 在 工作 着 ， 
它们 是 独立 的 但 又 通过 泛 醒 库 而 互相 沟通 (图 5.18)。 


NADHA -> 下 > F ee 
p or 细胞 色素 ci -细胞 包 素 aay Ho 02 
NADH Fp 相应 的 氧化 酶 
a Oe 


5.18 植物 线粒体 中 的 电子 传递 途径 
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5.12 细菌 的 呼吸 链 


综 关 ”Jones,C.W,,1977;Haddock 和 Jones 1977; 
Kroger, 1978; Haddock, 1980 


35 RHA RT EG , SPA BE RT = 
首先 ,细菌 具有 不 同 的 电子 传递 链 ， 第 二 ,为 了 与 其 生长 条 件 
的 改变 相 呼应 ,一 种 细菌 也 会 改变 其 呼吸 链 的 性 质 。 第 三 , 主 
多 细菌 的 呼吸 链 是 有 分 支 的 , 具有 通 向 复合 未 端 电子 受 体 的 
可 供 选择 的 电子 传递 途径 。 这 种 复杂 性 反映 了 细菌 极 大 的 多 
方 适应 性 ， 例 如 大 肠 杆菌 有 一 条 线性 呼吸 链 , 当 它 在 供 氧 充 
足 条 件 下 生长 时 ,以 细胞 色素 o 作为 未 端 氧化 酶 而 在 氧 有 
限 的 条 件 下 ,大 肠 杆 菌 合成 第 二 个 氧化 酶 细胞 色素 d .电子 流 
也 分 开 。 在 完全 无 氧 的 条 件 下 ,电子 则 被 传递 到 硝酸 盐 或 延 胡 
索 酸 盐 。 紫 色 非 硫 细菌 显示 了 更 高 的 环境 适应 性 , 它 具 有 一 
个 在 有 光线 时 使 用 的 环形 光合 成 电子 传递 途径 和 二 个 在 黑暗 
处 使 用 的 通 向 O. 的 呼吸 链 。 一 些 共同 的 组 份 为 这 两 个 途径 
所 公有 (第 6.3 节 )。 

在 需 氧 条 件 下 生长 的 细菌 所 使 用 的 氧化 还 原 载体 与 线 粒 
体 所 使 用 的 相似 ,但 不 完全 相同 ,包括 Fe/S HA REE A, 
泛 醒 和 细胞 色素 仅仅 在 几 例 中 ; 如 脱毛 副 球 BY (Paracoc- 
cus denitrificans) (John 与 Whatley,1977)， 其 电子 载体 的 
顺序 和 组 分 与 线粒体 非常 相似 。 这 种 紧密 相似 性 提出 了 这 样 
一 种 可 能 , 即 线粒体 或 许 起 源 于 副 球菌 (Paracoccus) 祖先 的 
内 共生 作用 (endosymbiosis)， 

在 革 兰 氏 阳 性 细菌 中 UQ 为 甲 基 茜 醒 所 取代 (图 5. 8) ,而 
在 许多 需 氧 呼吸 链 中 细胞 色素 o 或 更 为 抗 氰 化物 的 细胞 色素 
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图 5.19 大 肠 杆菌 呼吸 链 中 的 质子 移 位 部 分 


(TDNAD 脱 氢 酶 ; (ID 氧化 酶 ; CID FRA as; (IV) 细胞 色素 o; 
(V) 细 胞 色素 d4;(VDJI) 硝 酸 盐 还 原 酶 .FRR, 延 胡 索 酸 还 原 酶 .无 特定 
“. 的 质子 化 学 定量 关系 〈 根 据 Haddock ,1980)。 


d 取 代 了 细胞 色素 aas 作为 末端 氧化 酶 . 另 一 种 线粒体 呼吸 链 
的 共同 变化 是 缺乏 高 电位 的 “ 型 细胞 色素 。 不 能 合成 细胞 色 
ACN AR ,如 大 肠 杆 菌 ,从 泛 配 到 DO 之 间 传 递 较 少 的 质子 (图 
5.19), 

一 大 肠 杆 菌 的 质子 移 位 区 可 被 分 成 低 电 位 部 分 和 高 电位 部 
分 。 低 电位 部 分 ( 见 图 5.19) 在 无 氧 条 件 下 把 电子 从 低 电位 电 
(§ 41 NAD*/NADH,2H*/H, ®HCOO-/CO, f@ [qj A He 
Me (E’,=-7imV ) ,或 者 在 有 氧 或 无 氧 两 种 条 HE ME 
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醒 (是 UQs, 而 不 是 象 线粒体 中 的 UQ,。)。 

与 在 线粒体 中 一 样 , NADH 脱氧 酶 含有 FMN 和 Fe/S | 
中 心 .氢化 酶 是 一 个 Fe/S 蛋 白 ,对 其 催化 部 位 的 定位 存 程 不同 
见解 ,假若 是 在 外 表面 的 话 , 质 子 移 位 作用 就 会 成 为 “Lunde- 
gardh 机 制 ” 的 一 个 例子 (图 1.13) .甲酸 脱 氢 酶 是 一 个 含 钼 、 
Fe/S 及 血红 素 的 复合 体 . 所 有 这 些 脱 氢 酶 都 可 以 使 质子 移 位 。 
在 无 氧 条 件 下 被 还 原 的 甲 基 茜 醒 可 以 被 延 胡 索 酸 重新 氧化 。 

虽然 由 延 胡 索 酸 还 原 酶 所 催化 的 反应 仅 是 由 琥珀 酸 脱 
氢 酶 所 催化 的 反应 的 道 反应 ,但 是 在 大 跌 杆 菌 中 ,这 正 . 反 向 
两 个 反应 是 分 别 由 不 同 的 酶 催化 的 ,但 这 两 种 酶 都 含有 FAD 
作为 辅 基 。 

大 肠 杆菌 呼吸 链 高 电位 部 分 的 电子 供 体 是 UQH,, 它 随 
即 可 被 上 面 讲 到 的 低 电位 部 分 还 原 , 也 可 以 被 电子 供 体 如 了 D- 
乳酸 或 琥珀 酸 还 原 。 在 高 O。 压 的 条 件 下 ,电子 经 过 细胞 色 
素 bsse 被 传递 到 细胞 色素 o, 后 者 是 一 种 可 以 自 氧化 的 b 型 
细胞 色素 . 当 O。 有 限时 ,细胞 色素 bsss 把 电子 传 给 细 胞 色 
素 4 ( 它 含 有 部 分 饱和 的 二 氢 中 酚 环 , 代 替 了 中 啉 )。 在 完全 
无 氧 并 存在 NOs- 的 条 件 下 硝酸 还 原 酶 被 合成 , 它 是 一 种 与 特 
异性 的 细胞 色素 by?? 相 关联 的 含 钼 的 Fe/S 蛋 白 ( 图 5. 19), 

所 有 这 些 片段 都 可 以 使 质子 移 位 。 

无 机 化 能 营养 型 细菌 利用 无 机 电子 供 体 并 且 能 够 在 提供 
CO， 和 氮 源 的 完全 无 机 盐 介质 中 生长 ,其 末端 电子 受 体 通 常 
是 O，, 或 很 少 的 情况 下 为 NO:-. 许 多 供电 子 电 侦 的 已 。，; 值 都 
很 高 ,这 种 细菌 的 NAD+ 还 原作 用 可 能 是 由 于 反 向 电子 传送 而 
发 生 的 (第 4.7 节 )。 AA WER LAE A(T hiobacillus Serrooxi- 
dans) 是 一 个 极端 的 例子 , 它 能 够 在 PH 2 利用 Fe? */Fe?* 电 
偶 作 为 电子 供 体 (E。= 十 780mV) 电子 向 O， 的 传递 已 被 提出 
作为 “Lundegardh 机制" 的 另 一 个 例子 (第 1.4 节 及 图 5.20)。 


a es eee ee 
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图 5.20 在 一 种 无 机 化 能 营养 型 细菌 的 氧化 亚 铁 了 硫 杆 菌 (Thiobacil- 
lus ferrooxidans 中 ) 的 氧化 磷酸 化 作用 。 它 在 PH2? 利 用 Fe2+ 氧 
化 作用 生长 , 以 吾 :O 作 为 唯一 的 能 源 来 生长 和 固定 CO, ,Fez+/ 

Ee3y 电 偶 的 天 mn 值 为 十 780mV。 
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为 了 在 暗中 形成 ATP, 将 蔬菜 叶绿体 进行 “ 酸 浴 "( 图 4.19)。 此 时 “Z" 形 
非 循环 电子 传递 产生 O, 并 向 负 EE RBAF 
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6 质子 电化 学 电位 的 光合 发 生 器 
人 


在 通过 光合 成 能 量 转换 膜 的 ATP 生 成 作用 中 , 包括 了 一 
个 质子 回路 , 它 与 已 讨论 过 的 线粒体 中 的 质子 回路 非常 相似 。 
在 两 种 情况 中 ,跨越 质子 不 通 透 性 膜 都 可 以 产生 200my 的 
Apra:, 它 被 用 来 朝 着 ATP 合成 的 方向 驱动 质子 移 位 ATE 
酶 。 这 个 ATPE 酶 〈 或 ATP 合成 酶 ) 除 一 些 细节 外 与 线粒体 
ATPE 酶 完全 相同 〈 第 7.2 节 )。 这 两 个 系统 的 区 别 当 然 是 它们 
的 AZ 初始 发 生 器 的 性 质 , 在 那里 也 存在 着 细胞 色素 、 泛 醒 
和 Fe/s 中 心 等 数 种 熟悉 的 组 分 。 

对 光合 系统 来 说 , 两 个 独特 的 特征 是 负责 捕获 光子 的 -天 
线 ` (antennae) 和 光 能 直接 作用 的 反应 中 心 (RC)。 在 正 电 
位 的 反应 中 心 接受 一 个 电子 , 通过 吸收 光子 而 成 活化 态 , 随后 
在 比 原 电 位 低 ( 负 )1V 的 电位 下 释放 出 一 个 电子 。 光 能 就 以 这 
种 方式 被 直接 转换 成 氧化 还 原 电位 能 (图 6.1).。 就 光合 细菌 来 
说 , 这 种 "高 能 电子 (energetic”"electron ) 被 送 进 一 个 电子 
传递 途径 中 , 该 途径 在 利用 氧化 还 原 电位 能 泵 出 质子 的 同时 ， 
将 电子 又 送 回 反 应 中 心 。 

在 叶绿体 中 , 这 种 循环 的 电子 传递 改 成 了 一 种 非 循 环 的 
途径 , 它 由 水 中 取得 电子 ,电子 经 过 第 一 个 反应 中 心 、 电子 传 
递 链 和 第 二 个 反应 中 心 , 最 后 交 给 NADP”*, 它 的 氧化 还 原 电 
位 比 去 9>/ 互 :O 电 侦 的 氧化 还 原 电 位 低 ( 负 )1.1V《〈 图 6. 1)。 
叶绿体 不 仅 能 完成 这 一 "上 向 ”(uphill) 电子 传递 , 同时 还 产 
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(a) 


(b) 


(c) 


(d) 


图 6.1 光合 作用 的 电子 传递 


在 (a) 中 , 天 线 吸 收 光子 并 将 激发 能 量 传 给 反应 中 心 (RC)。 在 (b) 中 , 反应 中 

心 于 负电 位 下 射出 一 个 电子 。 在 细菌 中 (c), 电子 经 由 一 个 与 线粒体 复合 体 III( 第 

5.8 节 ) 类 似 的 质子 移 位 复合 体 又 回 到 反应 中 心 。 在 叶绿体 中 〈d), 电子 传递 是 非 

循环 的 .电子 由 一 个 反应 中 心 (PSII) 自 水 中 获取 后 , 经 由 一 个 质子 移 位 电子 传递 
链 被 送 到 第 二 个 反应 中 心 (ES1I)， 最 终 到 达 NADREY， 
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生 用 于 ATP 合 成 的 Aza,。ATP 和 NADPH 用 于 光合 作用 
中 固定 CO, 的 瞳 反应 一 一 Calvin 循 环 中 。 


6.2 2EEW ERE 


综述 Parson5Cogdell, 1975; Blankenship#e 
Parson, 1978; PrincefeDutton, 1978 


光合 生物 含有 大 量 色 素 的 膜 ,起 天 线 的 作用 , 它 吸光 并 将 
所 得 能 量 汇 集 到 特殊 的 反应 中 心 (RC) 里 。 光 子 与 反应 中 心 
的 相互 作用 使 得 一 个 组 份 的 中 点 电位 经 历 一 个 向 负 值 的 大 的 
改变 。 结 果 可 以 把 一 个 电子 送 给 一 个 电子 受 体 , 它 的 电位 比 
该 电子 进入 反应 中 心 时 的 电位 要 低 ( 向 负 值 ) 1V。 一 个 870nm 
光子 所 相应 的 能 量 为 1.42 电子 伏特 (第 3.7 节 )， 因 此 这 个 能 
量 传递 过 程 是 高 效率 的 。 

每 一 个 RC 都 有 约 30 到 3, 000 人 个“ 天线- 叶绿素 (antennae 
chlorophyll)。 如 采 不 能 获得 仍 保持 原 发 光 反 应 而 不 含 天 线 
的 纯化 反应 中 心 , 那么 , 由 于 天 线 色 素 吸 收 的 干扰 会 使 测试 反 
应 中 心 的 光谱 变化 遇 到 相当 的 麻烦 。 已 经 从 不 同 的 紫色 细菌 
的 载 色 体 中 提纯 出 了 反应 中 心 ( 见 Gingras，1978)。 该 方法 
包括 对 膜 的 去 拆 剂 增 溶 溶解 , 继 之 以 常规 蛋白 质 纯化 技术 。 

BRA AEA RHR 应 中 心 在 细节 上 各 有 不 同 , 但 一 
般 来 说 , 它们 的 分 子 量 约 为 75,000D ,由 2 或 3 个 多 肽 及 
4 个 分 子 的 细菌 叶绿素 (Bch1l)、2 个 分 子 的 细菌 脱 镁 叶绿素 
(Bpheo), 1 个 铁 原子 及 1 个 或 2 个 分 子 的 泛 醒 构成 。 

反应 中 心 的 最 初 光化学 事件 是 一 个 Bchl 分 子 二 聚 体 〈 称 
AP, BEM LEB MMH AY RK, MP ero) NW En REM, 
EAE RA PHL.» W+470mV , 当 二 聚 体 吸 收 量 子 而 成 
激发 态 时 天。 即 发 生变 化 。 在 不 到 10-15 秘 之 内 ,了 激发 为 P” 
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并 引起 电子 向 高 能 级 轨道 的 跃迁 。 这 本 身 又 使 得 从 P"* 失 去 电 
子 变 得 容易 了 , 即 是 说 它 使 得 忆 。 疝 负 值 变化 。 随 着 从 P" 丢失 
一 个 电子 ,所 产生 的 了 -的 不 成 对 电子 也 离开 了 两 个 Bchl 分 子 
的 原 位 (图 6.2) 。 

这 些 电子 的 直接 受 体 是 Bpheo 分 子 (“I )。Bpheo 是 叶 

RAAF PH Me? 为 2 个 质子 取代 后 的 孙 生 物 。 电 子 由 P" 向 
I 的 传递 可 以 在 少 于 10ps 下 被 检测 出 来 ,所 产生 的 (Bchl); 
sa 6 (Bchl)z 二 元 基 (biradical ,被 命名 为 Pz ) 具有 一 个 特征 
光谱 。 在 蔓 水 溶剂 中 对 分 离 出 的 Bpheo 的 研究 表明 , 它 在 反应 
中 心里 的 三 。 约 为 一 550mV , 或 者 说 是 比 处 于 非 激 化 态 的 P 在 
电位 上 低 ( 负 ) 1V (6.3). 

二 元 基 P* 很 不 稳定 , 在 200ps 内 电子 就 被 进一步 传 给 另 
—4- ZK“ X” | 对 于 Rhodo pseudomonas sphaeroides ( 红 假 
单 胞 近 球 状 菌 ) 来 说 , X 是 两 个 结合 的 UQ 分 子 中 的 一 个 
4GUQT) .向 UQ 中 加 入 一 个 电子 会 导致 阴离子 性 的 半 醒 UQY7 
的 形成 . UQ;/UQTH BN Ax Em 约 为 一 180mV。 在 UQr 有 
时 间 成 为 质子 化 形式 的 UQ,H 之 前 , 电子 会 被 进一步 传送 到 
第 二 个 结合 醒 UQir。 

所 以 UQi 就 在 氧化 型 和 阴 离 性 半 醒 形式 间 振 动 , 总 不 会 
被 全 部 还 原 。 相 反 ,UQiir 在 接受 一 个 电子 后 ,不 到 400Us 即 成 
为 质子 化 的 。 而 且 UQir 似 乎 不 能 把 单个 电子 传 向 位 于 RC 之 
外 的 UQ 本 体 库 中 去 。 它 要 等 待 由 另 一 个 量子 产生 的 第 二 个 
电子 把 UQi 也 还 原 成 UQrrH:( 第 二 个 质子 化 作用 发 生 )。 这 种 
被 充分 还 原 的 结合 醒 能 够 把 2e 十 2 于 传 疝 UQ 本 体 库 。 因 此 ， 
这 两 个 结合 醒 起 着 2- 电子 阀门 的 作用 , 把 单 电 子 光化学 事件 
转化 成 2 电子 的 传递 作用 。 如 将 在 图 6.3 中 看 到 的 ,结合 UQn 
的 质子 化 作用 在 Aza+* 的 生成 中 起 着 不 可 缺少 的 作用 。 
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.2 ， 光 化 学 活动 | 


激发 {ees Bpheo UQr voy } 
“pF" | ~ 4ps 
ieee | = 
上 eaot «omnes UQ; voy } 
~ 200ps 
稳定 { Boblie Bpheo、e-_UQT UQ a} 
b .二 极 电子 传递 
一 33O AS. <6Dps、 
3+ _ ! 4 
细胞 色素 fo e (Bchl)2> Bpheo | UQy e- UQr 
UOT 质子 化 ~400us Bd H* 
{ UQ; UQy 中 
2 电子 阀门 ，，2 次 闪光 后 pot 
传递 到 本 体 库 


UQr UO. ht UO cay, Hz 
% +2e- 


图 6.2 在 细菌 反应 中 心中 电子 传递 体 的 线性 顺序 


但 是 这 类 情况 都 发 生 在 反应 中 心 的 受 体 末 端 中 , 所 以 必 
须 供 给 反应 中 心 电 子 , 以 便 为 下 一 个 光 化 学 过 程 做 好 准备 。 
这 是 由 细胞 色素 “: 宛 成 的 , 它 把 一 个 电子 交 给 P* 以 生成 P。 
经 过 一 个 由 本 体 UQ 回 到 细胞 色素 的 途径 就 完成 了 这 一 循环 
电子 传递 作用 。 这 将 在 第 6.3 节 中 予以 讨论 。 初 级 光化学 事 
件 的 基本 特性 是 其 实际 上 的 不 可 逆 性 。 由 于 从 于" 经 过 工 向 
X 的 电势 降 ,电子 从 X 向 PP” 反 向 传递 要 比 正 向 反应 至 少 慢 
10“ 倍 。 这 承 是 它 产 生理 想 的 量子 产 率 , 即 1 个 质子 导致 一 个 低 


“145 


电位 电子 的 原因 . 
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图 6.3 RBARMBR(Rps, sphaeroides) HRVHDRARAD 
的 中 点 电位 ( 按 Dutton 和 Prince, 1978) 


必须 注意 通过 氧化 还 原 电 位 法 (redox potentiometry, 第 5.2 节 ) 所 得 到 的 
平衡 值 在 RC 的 极其 迅速 的 电子 传递 中 并 不 一 定 适 用 。 例 如 UQ;/UQ; BAR 
在 ns( 纳 秒 ) 时 间 级 别 的 光 反 应 中 是 稳定 的 . 


和: 码 PAB at 的 产生 


综述 Gromet—Elhanan,1977;Jones,O,T,G,_,1977, 
Dutton 与 Prince,1978; Wraight 等 ， 1978 


AHAB bX (carotenoids) 是 一 类 很 不 均一 的 、 长 链 的 、 
多 为 脂肪 族 的 色素 ,存在 于 叶绿体 和 光合 细菌 中 .已 经 鉴别 了 
超过 350 种 不 同 的 《属于 类 胡萝卜 素 的 ) 化 合 物 。 这 类 分 子 的 
共同 特点 是 ,分子 的 中 心 朴 水 区 具有 共 斩 双 键 , 它 允许 电子 不 
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SS Bre iil Hs BS IEA PS Sb RTE Ay Lee, FS 
hARAA WERE, 它们 能 够 响应 能 量 转换 膜 内 产 生 的 极 
高 的 电场 ,其 光谱 位 移 为 几 个 纳米 (图 6.4)。 必 须 考 虑 到 ,跨越 
厚度 为 10nm 膜 的 仅 为 100m V 的 膜 电 位 就 意味 着 平均 电场 强 
度 为 105Vcm :。 吸 收 带 的 位 移 并 非 只 限于 类 胡 葛 小 素 , 叶 绿 
素 也 有 较 小 程度 的 (吸收 带 ) 位 移 可 以 被 检测 到 。 这 种 A a” 
效应 (electrochromic effect) 并 非 只 出 现在 细菌 中 ,实际 上 
该 效应 是 在 叶绿体 中 最 先 被 描述 的 (Junge 与 Witt ,1968) 。 

BREWS bAA 是 光合 过 程 所 必需 的 , 但 是 它们 对 光 
合 膜 的 曝光 反应 极其 迅速 ( 少 于 20ns) , 这 表明 它们 与 膜 中 的 
一 些 初 始 电荷 转移 有 关 。 类 胡 葛 下 素 响应 的 起 始 相 确实 与 电 
子 从 "向 和 的 转移 有 关系 。 这 意味 着 初始 光化学 反应 是 生 电 
的 , 即 是 说 与 蜂 膜 传递 电荷 有 关 。 尽 管 应 当 记 住 类 胡 葛 下 素 只 
检测 膜 内 部 的 局 部 电场 , 它 与 本 体 相 跨 膜 电位 差 (第 3.6 节 ) 并 
不 一 定 相同 。 在 黑 瞳 中 ,在 搞 氮 霉 素 存 在 下 , 通过 K- 扩 散 电 位 
产生 的 类 胡萝卜 素 吸 收 带 的 位 移 与 在 光照 下 产生 的 位 移 方向 
相同 ,此 时 载 色 体内 部 空间 为 正 电 性 。 


400 S00 600 700 
Anm 


图 6.4， 叶 绿 体 中 光 诱 导 的 电 色 吸 收 变化 ( 据 Junge, 1977) 


标 绘 出 的 是 色素 吸收 光谱 中 由 光 诱 导 红 移 所 产生 的 差 光 谱 ( 第 5.2 节 ) 。 在 
518nZm 处 的 大 吸收 峰 主 要 是 由 类 胡萝卜 素 引 起 的 , 故 称 为 类 胡萝卜 素 带 位 移 。 


大 量 证 据 表 明 RC 是 撒 进 膜 中 的 (图 6.5)。 工 的 直接 ( 电 
子 ) 供 体 细胞 色素 co 定位 于 载 色 体 膜 的 内 侧 表面 , 相当 于 完 
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We A PA “PAR fy J JOT TAT (periplasmic face) (第 1.4 节 ), 通过 
消化 细胞 壁 可 以 从 完整 的 细菌 中 释放 出 来 。 相 反 , 当 UQ,' 成 
为 还 原 态 时 所 吸收 的 质子 (第 6.2 节 ) 则 是 从 载 色 体 制剂 外 部 
介质 中 获取 的 (图 6.5). 

除了 检测 电子 由 了 向 X 的 传递 外 , 通过 类 胡 昔 下 素 带 的 位 
移 还 可 以 检测 另 两 个 生 电 步骤 .一 个 与 电子 从 细胞 色素 c: 向 P 
的 传递 有 关 , 另 一 个 则 与 由 UQ; 返回 细胞 色素 c; 途径 中 所 涉 
及 的 反应 有 关 ( 见 后 )。 


图 6.5 ”细菌 反应 中 心 在 膜 上 的 排 布 

经 过 一 次 光照 后 ,类 胡萝卜 素 带 的 位 移 随 时 间 而 消失 ,这 
与 质子 跨 膜 重 新 平衡 有 关 , 加 入 质子 移 位 体会 显著 地 加 速 这 
个 过 程 。 因 此 ,尽管 胡 葛 小 素 只 探测 膜 的 局 部 ,但 是 它们 也 反 
上 映 了 本 体 相 电位 梯度 的 下 降 。 

电子 从 UQ 总 相 库 反 转 传递 到 细胞 色素 cs 的 途径 是 有 争 
仪 的 。 在 球形 红 假 单 胞 菌 中 , 有 效 的 氧化 还 原 载 体 包括 3 个 
Fe/s> 和 蛋白 ,2 个 或 3 个 b 型 细胞 色素 , 可 以 根据 它们 的 五 。,， 
来 鉴别 (分 别 是 -90mV ,十 50mV 和 十 15mV)。 任 何 途径 都 必 
须 与 两 项 观察 一 致 ， 第 一 ,在 上 颖 氨 霉 素 存在 下 (减缓 Ay 的 建 
立 ) ,在 重复 的 单一 周转 闪光 (repetitive single turnover 
flashes) 过 程 中 应 能 观察 到 载 色 体 对 质子 的 吸收 具 2H+/e- 
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卜 素 带 位 移 能 揭示 第 三 个 缓慢 生 电 组 份 。 根 据 线 粒 体 的 情况 
《第 5.8 节 ) 类 推 该 组 分 对 抗 霉 素 全 的 敏感 性 表明 涉及 bp 型 细 
胞 色素 。 这 些 观 察 并 不 符合 于 完全 循环 的 电子 流动 的 最 简单 
途径 、UQ 囊 :的 跨 膜 扩 散 以 及 细胞 色素 c。 被 进入 载 色 体内 部 
的 质子 所 直接 还 原 。 因 为 这 一 假设 途径 将 不 包括 缓慢 生 电 步 
又 而 且 百 "/e 比率 是 1 。 它 还 是 低 效率 的 : UQ 和 细胞 色素 
Co 间 的 氧化 还 原 降 可 以 适合 于 第 二 个 能 量 转换 《如 质子 移 
fi PR, 

7A SLY A HG IIR RBS FE EP EB i LE 
《第 5.8 节 ) 中 的 载体 极为 相似 。 如 同 线粒体 系统 一 样 ,问题 是 
RA EMH HAY CH +e7) 载体 传递 质子 , 故 提出 了 ”“Q 循 
环 〈 第 5.8 节 ), 它 包括 假设 的 (于 十 e ) 载 体 ”2 以 及 UQ 本 体 
库 通 过 半 醒 (semiquinone) 的 两 步 还 原作 用 (图 6.6)。 必 须 
强调 , 图 6.6 中 所 示 的 两 个 模型 都 不 能 完美 地 解释 所 有 的 数 
据 ,真正 的 途径 尚未 确立 。 


a。 第 二 回路 "图 解 , 包括 (了 + 十 e- ) 载 体 “Z"( 见 Wraight 等 , 1978) 
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b“G- 循 环 "图 解 ( 见 Dutton M Prince, 1978) 


图 6.6 ”紫色 菌 中 的 可 能 的 质子 移 位 电子 传递 途径 


循环 电子 传递 产 生 An+ 却 并 不 引起 生物 合成 当量 的 减 
少 。 在 紫色 硫 细菌 中 , 这 些 电 子 是 从 HLS 或 9:032- 之 类 电 
子供 体 处 得 来 的 , 而 在 非 硫 紫 色 菌 中 供 体 则 包括 SE RR AE 
珀 酸 。 由 于 通过 循环 电子 传递 途径 的 组 份 得 到 的 氧化 还 原 电 
位 都 大 于 (处 于 正 电位 ) NAD(P)*/NAD(P) H Ha, 48 Bt 
胺 核 苷 酸 不 能 被 直接 电子 流 还 原 , 正如 叶 绿 体 中 的 情况 一 样 
(第 6.4 节 )。 代 之 以 涉及 依赖 于 AZzay HR 转 的 电子 传递 (第 
4.7 节 )(〈 图 6.7)。 

Rhodospirillacae 的 大 多 数 成 员 可 以 在 黑暗 中 于 有 和 氧 
情况 下 生长 , 氧 抑制 了 细菌 叶绿体 和 类 胡萝卜 素 的 合成 ,因此 
没有 反应 中 心 。 但 是 b 型 细胞 色素 与 c 型 细胞 色素 还 存在 , 诱 
导 了 未 端 氧化 酶 。 这 种 酶 在 球形 红 假 单 胞 菌 中 是 含 铜 蛋白 
质 ,与 线粒体 的 复合 体 了 很 相似 (第 5.9 节 )。 通 过 利用 已 存在 
的 细胞 色素 .诱导 的 氧化 酶 以 及 从 泛 醒 向 NADCP) 互 的 逆向 
电子 途径 ,细菌 就 能 够 装配 一 条 完整 的 呼吸 链 (图 6.7)。 这 样 
便 可 以 解释 在 光合 成 电子 传递 与 线粒体 复合 体 下 的 氧化 还 原 
载体 间 的 相似 性 了 。 通 过 在 体外 加 入 反应 中 心 和 天 线 复 合 
体 ,可 以 把 循环 光合 成 电子 传递 重组 到 需 氧 生长 的 细胞 上 
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图 6.7 ”球形 红 假 单 胞 菌 中 的 电子 传递 途径 
一 循环 电子 传递 时 的 电子 流 .一 > HORA A fin + 的 从 琥珀 酸 向 NADH+ 的 
电子 传递 。… 一 诱导 末端 氧化 酶 后 的 需 氧 呼 吸 链 。 没 有 试图 解释 b 细 胞 色素 区 域 
的 电子 流 , 画 的 是 简化 的 图 示 。 


6.4 叶绿体 中 的 电子 传递 途径 


综述 Hill,1965;Trebst,1976;Crofts 与 Wood， 
1977; Hauska 5Trebst, 1977; Junge, 1977; 
Blankenship 5 Parsons, 1978; Witt, 1979 


叶绿体 的 光合 电子 传递 与 紫色 细菌 相 比 有 两 方面 不 同 ; 
(1) 它 是 非 循环 的 , 产生 一 个 化 学 定量 的 Hz2O 的 氧化 与 
NADP* 的 还 原 , (2 ) 两 个 独立 的 光 反 应 连续 作用 以 完成 从 
H,0/4+-0,3JNADP*/NADPH Al ity (eR SB (6 1). 
在 一 个 膜 上 存在 两 个 反应 中 心 妨 得 了 对 它们 的 纯化 , 而 
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应 《不 象 天 线 中 那样 , Beaaett,1979) 的 类 训 体 膜 取得 信息 ， 
故 需要 高 灵敏 度 的 技术 。 

电子 传递 途径 归纳 在 图 6.8 中 。 光 合 系统 I 的 初始 电子 
供 体 被 称 为 P; oo , 它 看 来 是 个 与 细菌 的 Ps 很 相似 的 Chl-a 
双 体 .未 激发 的 Poo 的 中 点 电位 约 为 十 450mV ,激发 时 其 中 
所 电位 变 得 更 负 些 (图 6.9) ,并 放出 一 个 电子 。 类 胡 昔 小 素 带 
位 移 ( 第 6.3 节 ) 是 最 先 在 叶绿体 中 被 检测 到 的 , 它 玫 示 在 少 于 
20ns 中 电子 即 被 传送 过 膜 。 初 始 电子 受 体 的 性 质 尚 不 清楚 ,但 
是 下 .7 为 一 530my 的 结合 态 铁 氧 还 蛋白 (ferredoxin) 被 迅 
速 地 还 原 了 。 电 子 传递 到 NADP+ 是 由 铁 氧 还 蛋白 -NADP* 


te nv 
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图 6.,8 叶绿体 中 电子 传递 的 线性 顺序 


电子 传递 抑制 剂 : NH:OH、DCMU (N- 二 氧 苯 基 -N' -二 甲 基 腺 )、DB- 

MIB( 二 溴 甲 基 - 异 丙 基 -P 苯 柄 ) 和 CN- 在 所 标明 的 地 方 起 fe A. Di: HAR 

SRILA PEP CORA BR, 儿 茶 酚 )。A:: 光合 系统 I[ 的 受 体 【如 氨 铁 氰 化 物 ， 硅 钼 

Rak, KK, #M, DAD(diaminodurane)] .Di， 光 合 系统 工 的 供 体 ( 如 还 原 

Hu 4° — BK, DPIPH, (KM 2, 6- 二 氯 苯酚 靛 酚 )。Ai:， 光合 系 统 芍 受 体 ， 如 亚 铁 

氰 化 物 , NADP+,MV (methylviologen)， AQ( a BR-2-Fi BH) HBHauska 与 
Trebst, 1977), 


在 200Us 内 ,初始 供 体 Poo+ 被 一 个 BE。 为 370mV 的 2e- 受 
体 Cu 蛋白质 体 花 青 (plastocyanine,PC) 重 新 还 原 。 细 胞 色 
素 { 在 这 一 过 程 中 的 作用 是 有 争议 的 。 

Mier KBE TAA KH, OCH, O/4+-H, OF,,,=+870mV) 
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rp eH FAK LAE D7, PSs fy Wa FA RAP o 20, 
WABEChI-o, TEMPS, 的 情 襄 一 样 , 电场 在 不 到 20ns 内 即 
形成 。 初 始 电子 受 体 是 质 体 醒 (plastoquinone)Xsso, EX 
似 细菌 系统 中 的 UQi ,在 完全 氧化 态 与 半 醒 阴离子 态 (PQ-) 
之 间 变 换 着 。 如 同 细菌 的 反应 中 心 一 样 ,第 二 个 结合 的 PQ 可 
能 在 释放 电子 到 本 体 库 前 起 2e- 换 能 器 的 作用 。 在 Peso 和 
Xs，0 之 间 尚 未 检测 到 中 间 物 .。 

对 PSiir 来 说 ,最 终 的 电子 供 体 是 蔬 :O。 人 们 假设 一 个 被 
命名 为 “S "的 酶 系 在 将 2HO 氧 化 为 0 十 2H* 十 4e- 之 前 先 失 
去 4 个 电子 交 给 Pues。。 

Psi 与 还 原 P9i 的 质 体 花 青 间 的 联系 通过 PQ 本 体 库 而 形 
成 ,这 个 库 不 仅 充当 光合 成 系统 间 的 “电子 缓冲 体系 ”" ,还 可 能 
充当 将 2H*/2e7 传递 进 类 襄 体 空间 的 Mitchellian H 
(Mitchellian H-limb)( 图 6.10)。 
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(Bib. 叶绿体 中 与 氧化 还 原 电 位 有 关 的 电子 传闻 
和 线粒体 复合 体 开 ( 第 5.8 节 ) 以 及 紫色 菌 中 的 电子 传递 
的 铺 况 一 样 , 这 类 醒 的 不 很 明确 的 作用 已 经 被 提出 〈 见 Hau- 


* 153 。 


ska 与 Trebst,1977) ,包括 UQ 及 b 型 细胞 色素 在 类 似 于 线 粒 
体 Q 循 环 ( 第 5.8 节 ) 中 的 复杂 情况 。 

类 胡 葛 小 素 的 响应 表明 了 这 两 个 光合 成 系统 都 是 跨 膜 取 
向 的 。 在 光照 期 间 ,在 类 历 体 空间 积聚 亲 脂 阴离子 《第 2.5.4 
节 ) 的 能 力 意 味 着 光合 成 系统 向 外 传送 电子 ,而 在 类 圳 体内 产 
生 正 电位 。 关 于 PS 取向 的 进一步 证 据 来 自 对 再 :9 裂解 过 
程 中 释放 质子 的 观察 , 仅 在 加 入 质子 移 位 体 时 才能 在 介质 中 
检测 到 释放 出 的 质子 ,这 说 明 水 还 原作 用 是 在 膜 内 测 发 生 汐 。 
而 Xsy 。 一 定 要 很 靠近 外 膜 , 因为 这 样 在 经 过 短暂 的 胰 & A 
酶 处 理 后 就 使 得 象 铁 握 化 物 之 类 非 渗透 性 的 电子 受 体 成 为 可 
接近 的 了 。 外 加 抗体 可 以 接近 铁 氧 还 蛋白 以 及 铁 氧 还 蛋 月 - 
NADP*- 还 原 酶 ,表明 PS:x 有 同样 的 取向 (图 6.10)。 


图 6.10 ”叶绿体 电子 载体 在 膜 上 的 定位 (根据 双 itt, 1979) 


在 叶绿体 中 天 然 的 电子 传递 途 径 是 非 循环 的 , 但 是 可 以 
Fe] ye BR (PMS) 之 类 的 试剂 引发 人 工 的 循环 电子 
传递 。PMS 能 够 既 作 PS 的 供 体 ,又 作 PS: 的 受 体 , 它 先 在 
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( 膜 ) 外 侧 被 PS: 还 原 ,扩散 通过 膜 后 再 在 内 侧 把 电子 还 给 
PSi+。 假 如 这 个 试剂 是 (H* 十 e ) 载 体 的 话 ， 就 创造 了 一 个 可 
以 导致 循环 光合 磷酸 化 的 人 工 回路 (图 6.11)。 


图 6.11 叶绿体 中 的 人 工 质子 移 位 循环 电子 传递 。 上 MS3，PMslfa， 
SAS 5 ORAS) N—F 3 Be 


6.5 叶绿体 中 的 质子 回路 


综述 Jagendorf, 1975; Trebst, 1976; Avron, 1977; 
1978; Hauska 5Trebst, 1977; Reeves 5 Hall. 
1978 


电子 传递 途径 与 AITE 合成 酶 的 取向 (第 1.3 节 ) 表明 , 叶 
绿 体 中 的 质子 回路 是 以 和 完整 线粒体 中 的 质子 回路 相反 的 方 
式 工 作 的 。 因 此 , 被 膜 破损 的 叶绿体 在 光 照 时 会 吸收 质子 。 
由 光 反 应 得 到 的 初始 Ab ,由 于 Mg” 尖 在 完整 叶绿体 中 ) 或 C 
《在 破损 的 系统 中 ) 跨越 类 宫 体 膜 重新 分 布 (图 4.8), 会 在 几 
秒 钟 的 时 间 过 程 中 被 转换 成 Ap 再 。 正 如 通过 放射 性 标记 用 
的 积累 ,或 是 通过 9- 氨 基 订 啶 荧光 深 灭 所 合计 到 的 ,在 稳 态 下 
ApH 可 超过 3 个 p 也 单位。 这 种 瞬间 Ap MAMAS, WS 


+ Paso 


不 能 通过 放射 性 标记 的 阴 离子 分 布 检测 到 , (LE RE 
葛 卡 素 带 位 移 的 衰减 来 追 踩 。 

在 光照 下 的 初始 质子 运动 能 够 借助 如 中 性 红 (neutral 
red) 一 类 pH 敏感 染料 ,用 分 光 光 度 法 来 监测 。 尽 管 电 子 从 
Prr 疝 了 Q 的 传递 可 在 2ms 内 完成 , 但 是 质子 从 介质 中 消失 
的 时 间 常 数 是 GOs ,这 表明 在 类 圳 体外 侧 存在 着 对 质子 一 定 
的 扩散 限制 障碍 . 

与 线粒体 的 情况 类 似 ,确定 叶绿体 中 的 吾 */2e- 比率 有 许 
多 问题 ,因此 在 论文 中 也 缺乏 这 方面 的 一 致 性 . “2 图 示 ( 图 
6.1 和 6.10) 断言 , 随 痢 每 2 个 电子 被 传递 ,由 于 水 的 光 解 作用 
SERBS in] HAS AF, 又 由 于 形成 PQH, 会 有 2 个 质 
FMS PIR, BPS, 相关 联 的 化 学 计量 是 依赖 于 未 端 受 
RIPEN, BL (2QH*+2e7) 受 体 来 说 ,2 个 质 手 从 介质 中 消失 
《图 6.10);， 对 天 然 受 体 NADPE (一 个 (1H"/2e ) 受 体 ) 的 按 
化 学 计量 关系 的 还 原作 用 导致 1 个 质子 被 吸收 ,而 纯 电 子 受 体 
如 铁 氟 化物 则 不 引起 质子 吸收 。 在 每 种 情况 下 都 会 由 于 
PQH, 的 重新 氧化 而 有 2 个 质子 出 现在 类 囊 体 空间 (图 6.10)。 

叶绿体 ATP 合成 酶 (第 7.2 节 ) 与 线粒体 中 的 酶 相似 , 当 
外 加 AZza+ 使 潜伏 酶 活化 以 后 (第 7.2 节 ) 在 瞳 处 可 以 观察 到 
依赖 于 ATP 的 瑟 *- 吸 收 。 正 如 其 他 系统 一 样 , KT H*/ATP 
的 化 学 计量 存在 异议 2 和 3 都 被 引用 过 ( 兄 Hauska 与 Trebst， 
1977), | 


6.6 Matz 5 eh A ER 


eeik Henderson4 Unwin, 1975;Stoekenius, 
1976;Stoekenius #, 1979; Eisenbach4 
Caplan, 1977, 1979 
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re hath ee RB REI NaCl 和 Mg2+ 
Hh, Alm ET Ree SE EAT. BET IE RS RE RT 
(Halobacterium halobium), “4ixPhaRat AAR FER 
时 ,使 用 常规 呼吸 链 ， 但 是 当 它们 在 光照 和 低 氧 压 下 生长 时 ， 


它们 就 在 其 膜 上 合成 紫色 的 斑 块 ,降低 介质 的 渗透 压 (osmo- 


larity) 可 将 其 分 离 出 来 ， 当 细胞 膜 残 片 破损 时 , 这 些 紫 色 
的 斑 块 仍然 保持 完整 。 这 种 紫色 膜 由 一 些 扁平 的 薄片 组 成 ， 
这 些 薄 片 由 单一 蛋白 质 一 一 细菌 视 紫 红 质 构成 的 六 边 晶体 
阵 , 占 膜 干 重 的 75 匈 左右 ,其 余 则 是 磷脂 。 该 蛋白 质 由 一 个 分 
子 量 为 26,000D 的 单个 肽 链 所 组 成 , 其 颜色 是 由 与 赖 气 酸 侧 
链 共 价 结合 形成 希 夫 碱 (Schiff base) 的 视 黄 醛 (retinal) 分 
子 所 引起 的 (图 6.12)。 紫 色 膜 中 细菌 视 紫 红 质 的 二 维 排列 使 
得 非常 精细 的 和 像 重组 技术 (image reconstruction techni-— 
ques) 能 够 应 用 到 膜 的 电子 显 微 图 上 去 ,从 而 确定 了 其 7 人 分 
辩 率 的 三 维 结构 。 这 个 蛋白 质 卷曲 成 7 个 a 螺旋 区 ,每 个 均 穿 
过 膜 ( 图 6.13)。 
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图 6.13 ”细菌 视 紫 红 质 单个 分 子 的 模型 ， 从 平行 于 膜 的 角度 观察 
(根据 Henderson 与 Unwin, 1975) 

Beebe sh AP AA halobium) 没有 叶绿素 ,但 是 它 的 细 
胞 能 够 利用 光 放 出 质子 并 合成 ATP。 通 过 加 入 磷脂 , 紧 色 膜 
能 够 被 重组 到 封闭 的 微 囊 上 去 , 所 以 容易 显示 出 瑞 一 移 位 是 
由 于 细菌 视 紫 红 质 的 作用 。 这 些微 囊 相 对 于 完整 细胞 来 说 是 
内 翻 外 的 ， 它 们 在 光照 时 吸收 质子 。Racker 和 Stoekenius 
(1974) 向 这 些微 囊 中 加 入 和 牛 心 ATP 合成 酶 并 诱导 了 依赖 光 
的 ATP 合成 作用 。 这 一 演示 的 重要 性 在 于 很 难以 任何 直接 
偶 联 机 制 来 解释 它 ， 因 为 细菌 MRO MA ATP 合成 酶 
在 那 一 时 刻 以 前 从 未 相遇 过 , 所 以 它们 未 必 能 够 直接 相互 作 
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用 。 

细菌 视 紫 红 质 是 最 简单 的 质子 泵 。 它 不 同 于 那些 H+- 移 
位 与 电子 传递 不 相关 联 的 光驱 动 质子 泵 或 呼吸 链 质 子 泵 。 这 
个 色素 的 光化学 反应 是 复杂 的 (图 6.14), 尚未 被 完全 解释 清 
楚 。 在 光照 时 该 色素 被 脱色 , 同时 质子 从 膜 的 细胞 外 侧面 被 
有 方向 地 释放 出 来 。 这 种 色素 的 脱色 的 形式 被 记 为 “M"， 然 
后 随 着 从 细胞 内 吸收 质子 又 重新 生成 紫色 色素 ， 用 低温 光谱 
和 激光 闪烁 光谱 可 以 分 辨 出 许多 另外 的 光谱 上 的 中 间 物 。 放 
今 为 止 ,所 知道 的 经 历 了 可 逆 的 质子 化 与 去 质子 化 作用 的 唯 
一 的 基 团 是 连接 视 黄 醛 与 重 白质 的 希 夫 碱 ( 图 6.12)。 它 在 原 
初 的 色素 中 本 是 质子 化 的 ,但 在 “M" 形式 的 色素 中 是 去 质子 


化 的 。 
DR. 70 
© hy 
7 CSN7 TOps 
~5ms H SBN 


0640 ‘Ks99 


H+ lus 


图 6.14 细菌 视 紫 红 质 的 光 反 应 循环 
(根据 9toekenius 等 , 1979) 
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以 捉摸 的 A~C, Boyer 引出 一 种 构象 变化 


子 和 电荷 的 高 招 ，5ldter 企图 抓 住 难 
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ATP 合成 酶 是 能 量 转换 膜 的 共同 特征 。 它 存在 于 线 粒 
体 . 叶 绿 体 以 及 好 氧 的 和 光合 成 的 两 种 细菌 中 , 甚至 在 那些 侧 
少 有 功能 的 呼吸 链 而 依赖 于 糖 酵 解 的 细菌 中 也 存在 〈 第 4.7 
节 )。 在 上 述 各 类 膜 中 该 复合 体 的 结构 都 很 相似 ， 但 是 不 同 于 
其 他 的 水 解 ATP 的 离子 泵 , 例如 真 核 细胞 质 膜 的 (Na+ 十 K?) 
激活 的 ATP 酶 , 或 是 在 肌 质 网 中 积累 Ca2+ 的 Ca2+-ATP 栈 . 
在 每 种 情况 下 ATP 合 成 酶 的 功能 都 是 相 All JAM. 
以 保持 ATP 酶 反应 的 质量 -作用 率 至 少 离开 平衡 点 七 个 数量 
级 大 小 , 对 于 发 酵 的 细菌 来 说 则 是 利用 ATP 以 维持 Ada, 用 
于 运输 。 


7.2 ATP 合 成 酶 的 结构 


综述 Senior, 1973;Pedersen, 1975; Racker, 1975, 
1976;Penefsky, 1979 (A#K); Nelson, 
1976; Junge, 1977; Shavit, 1980(+t#4K); Kagawa, 
1978; Downie#, 1979 (原核 生物 ) 


在 电子 显微镜 下 ,在 用 磷 钨 酸 盐 负 染 过 的 能 BI 
剂 上 可 以 观察 到 ATE 合 成 酶 。 这 个 复合 体 看 起 来 象 个 球形 
突出 物 或 象 个 磨 菇 凸 出 在 膜 的 一 侧 。 这 个 球形 突出 物 的 方向 
性 颇具 特色 :在 细菌 和 线粒体 中 它们 伸 到 基质 或 内 部 空间 里 ， 
在 分 离 出 的 类 吉 体 膜 . 色 素 细胞 或 超声 过 的 亚 线粒体 颗粒 中 ， 
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的 方向 性 都 是 相对 应 的 : ATP 总 是 在 膜 的 有 球形 突 出 物 伸 
出 的 一 侧 被 水 解 或 者 被 合成 , 而 在 ATP 合成 时 , 质子 则 是 从 
膜 的 没有 球形 突出 物 的 那 一 侧 通过 的 (图 1.1)。 

ATE 合 成 酶 复合 体 至 少 含 有 9 个 不 同 的 多 肽 ,其 中 有 些 是 
以 多 拷贝 存在 .本 解 各 个 组 份 的 作用 是 这 一 领域 的 中 心 问题 。 
该 复合 体 可 以 被 认为 分 成 两 部 分 ， 在 电子 显微镜 下 看 到 的 这 
个 “球状 突出 物 " 相 当 于 ATE 合成 酶 的 催化 部 分 , 在 线粒体 中 
被 称 为 上 ,在 叶绿体 中 被 称 为 CF: ， 而 在 耐 热 菌 中 则 被 称 为 
TE:，ATE 合成 酶 其 余 的 部 分 由 朴 水 蛋白 构成 , 它们 埋 在 膜 
里 , 看 来 负责 通过 膜 向 Fi 运输 质子 。 朴 水 蛋白 被 称 作 Fo. 

通过 尿素 、 歼 合剂 或 是 低 离子 强度 的 不 同 处 理 , 能 够 把 
FE: 从 Fe 上 , 也 即 是 从 膜 上 拆 离 下 来 。 分 离 后 的 上 ; 是 水 溶 性 
的 ,分子量 约 为 380KD。Fi 能 够 被 分 解 成 5 个 (有 时 为 6 个 ) 
不 同 的 多 肽 (图 7.1)。 不 同 来 源 的 制剂 具有 十 分 相似 的 亚 基 
组 成 ,由 SDS— 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 计 算出 的 表 观 分 子 量 (图 
7.1) 为 56kD(a WHE), 53kD(B6 亚 基 ), 33kD(Y 亚 基 )，16kD 
(5 亚 基 ), 11kD(s 亚 基 )。 对 每 个 亚 基 究竟 存在 多 少 个 副本 尚 
有 争议 ， 提出 了 两 种 组 成 方式 , Ba. h2V2d, -8 或 as0:YOs， 


4 
迁移 距离 〈cm ) 
四 7.1 线粒体 F,-ATFE 酶 的 多 肽 (7.6 和 e 带 放大 8 fF) 
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“FF, 从 膜 上 移 下 来 之 后 ， 它 的 性 质 发 生 了 改变 。 例 如 
除了 来 源 于 耐 热 菌 Ps3 的 极为 稳定 的 TF; Zap (Kagawa 
等 , 1979)， 分 离 后 的 Fi 是 冷 不 稳定 的 ,会 可 闭 地 解 离 为 各 个 
亚 基 而 失去 催化 活性 .可 溶性 Fi 催化 异常 迅速 的 ATPE 水 解 
VE FA. #E25 °C 1mol Fi 每 分 钟 能 够 催化 水 解 104mol ATE。 相 
反 , 绝 不 会 观察 到 水 溶性 Fi; 催化 反 向 反应 , 即 ATP 合成 。 水 
溶性 Fi 的 核 昔 酸 专 一 性 并 不 是 绝对 的 , ITP 和 GTP 也 能 够 被 
它 水 解 。 

FP, 能 进一步 解 离 而 不 失去 催化 活性 。 故 用 胰 和 蛋白 酶 处 
理 后 得 到 的 仅 含 w WHS 亚 基 的 复合 体 仍 然 保 持 某 些 催化 
活性 ， 可 能 催化 部 位 是 连 在 CP 亚 基 上 的 ， 因 为 紫外 光 辐 射 下 
能 形成 共 价 结合 的 ATP 的 光 亲 和 性 结构 类 似 物 主要 与 6 亚 基 
Wai (Scheurich, 1978), F, 5 Fo 的 结合 看 来 需要 小 的 
6 亚 基 。 合 成 酶 具有 一 个 被 称 为 抑制 蛋白 的 天 然 抑 制 物 , EC 
能 防止 在 Apa+ 低 时 ATPE 被 水 解 。CF; 线粒体 酶 受到 更 强 的 
抑制 。 

大 肠 杆菌 ATP 合成 酶 各 个 亚 基 的 功能 是 ,通过 测定 在 
ATPE 合 成 中 有 缺陷 的 “unc 突变 种 来 研究 的 ( 见 Downie 等 ， 
1979，Gibson 等 , 1979)。 形 成 了 大 肠 杆 菌 染 色 体 上 操纵 子 
的 一 部 分 的 unc A 到 刁 这 五 个 基因 已 被 鉴别 出 来 .并 且 证 明 
了 uncA 和 uncD 基 因 是 分 别 为 Fi 的 x 亚 基 和 p 亚 基 编 码 的 ， 
uncB 和 uncC 基 因 则 可 能 是 为 Fe 的 组 分 编码 的 。 

完整 的 FE HARES Fo 直接 结合 , 除非 存在 另外 的 组 分 
‘FEA RRER SEA” MOSCP(4AFHER18kD), KBRE 
一 种 由 >treptomyces 产 生 的 抗菌 素 , 通过 结合 于 E。 的 一 个 组 
分 《并非 OSCP 本 身 ) 而 抑制 ATP 合 成 酶 。 窒 霉 素 和 干扰 经 过 
F。 的 质子 通道 ， 在 组 装 后 的 FE, Fe 中, 这 足以 阻止 ATE 的 合 
成 与 水 解 , MERA ARERR, 向 Fu 正 前 组 装 的 一 个 判 
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断 ， 因 为 在 细菌 和 叶绿体 (ATP 合成 酶 ) 中 没有 OSCP, He 
霉 素 仅 对 线粒体 ATP 酶 有 效 。 双 环 已 基 碳 化 二 亚 胺 (DCCD) 
具有 不 同 的 作用 部 位 , 但 是 对 细菌 和 光合 系统 也 有 效 ， 

正如 大 多 数 膜 结合 蛋白 的 情况 一 样 ,组 成 Fe 的 二 组 多 肽 
难于 多 化 .这些 多 肽 是 高 度 疏 水 的 , 而 完整 的 Fi Fo 复合 体 只 
有 用 破坏 膜 的 方法 才能 被 溶解 。 将 该 复合 体 溶 解 后 ， FE, AIF, 
能 够 被 解 离 和 分 开 。 | 

来 源 于 而 热 菌 PS3 的 Fo 分 子 量 为 92kd, 含有 三 类 亚 基 : 
6 个 拷贝 的 54kd 的 DCCD -结合 蛋白 ，3 个 找 贝 的 13kD 的 
TF, -结合 蛋白 , 以 及 19kD 的 与 线粒体 中 OSCP 类 似 的 碱 性 
蛋白 (Kagawa 等 , 1979)。 完 整 的 Fi .F, 复 合体 可 能 是 象 图 7.。2? 
所 示 那 样 装 配 的 。 


图 7.2 了 了 , .Fo 中 多 肽 的 可 能 装配 
采用 Racker (1976) 图 示 ， 这 个 图 是 假设 的 ， 由 于 不 知道 ? 亚 基 和 e 亚 基 的 
定位 ， 故 将 它们 省略 了 。 


3 
综述 Kagawa-, 1979; Fillingame, 1980 | 
F, 4 A SIA RASPY IRR A SP OR, PS 
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到 的 没有 F, 的 颗粒 不 仅 失 去 了 合成 或 者 水 解 人 TBE 的 能 力 , 而 
且 在 所 有 依赖 能 量 的 过 程 中 都 无 效 了 。: 加 入 守 霉 素 或 是 重新 
SRF, 能 够 恢复 其 能 量 转换 性 能 。 由 于 去 掉 FE 与 加 入 质子 
” 移 位 体 作 困 相 同 , 这 就 提示 Fo 起 着 质子 导体 的 作用 , 它 传 送 
AF WRAP 的 催化 部 位 .通常 质 子 传导 作用 是 要 与 
ATP 合 成 相 偶 联 的 ,但 是 移 走 了 i 就 使 得 质子 导体 失去 了 丸 
制 , 尽管 还 可 以 被 守 霉 素 或 DCCD 抑 制 , 但 是 不 受 ATP 合成 
的 支配 (图 7.3)。 
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7.3 在 完整 的 以 及 去 掉 F ,的 细胞 器 中 质子 跨 膜 移 位 作用 的 条 件 
完整 的 AIE 梅 仅 在 ATPE 被 合成 时 传导 质子 (a)。 当 净 ATE 合成 停止 时 质子 

移 位 作用 停止 (b)。 .在 去 掉 忆 :的 ATE 合成 梅 中 (c) 存 在 着 不 受 调 节 的 质子 移 位 
| A 尽管 它 仍 然 可 以 被 作用 于 E。 的 试剂 如 寡 霉 素 所 抑制 (d)。 


当 发 现 来 源 于 中 心 线粒体 的 部 分 纯化 的 Fw(Kasawa 等 ， 
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1973) 或 取 自 耐 热 菌 的 高 度 纯化 的 TFo(Okamoto , 1977) 
在 重组 膜 系统 中 都 显示 质子 传导 作用 时 ， 上 述 见 解 得 到 了 进 
一 步 证 实 ( 图 7 . 4). 


7.4 通过 下 ,的 ATE 合 成 的 机 制 


尚 不 了 解 ATP 合成 酶 是 如 何 利用 质子 电化 学 电 位 朝 着 
ATP 合 成 的 方向 来 改变 ATP 酶 反应 的 平衡 的 。 这 一 机 制 看 
来 是 与 其 他 两 种 ATP- 水 解 质子 泵 即 哺乳 动物 质 膜 (Na + 
K*)ATP 酶 和 肌 质 网 Ca2+* 一 ATP 酶 的 作用 机 制 不 同 , 因为 
在 ATP 合成 酶 (反应 ) 中 没有 检测 到 存在 于 上 述 两 种 酶 反应 
体系 中 的 磷酸 化 中 间 物 。 

Mitchell ( 见 Mitchell, 1976) 曾经 提出 一 种 质子 涉及 
ADPE 在 催化 部 位 的 脂 化 作用 的 直接 机 制 ( 图 7.5)。 在 这 个 模 
型 中 二 个 质子 RAZ, BA, 通过 Fu 攻击 Pi 的 一 个 氧 原子 , 形 
成 一 分 子 水 并 留 下 一 个 极其 活泼 的 产物 , 它 可 以 与 ADP 直接 
反应 而 形成 AITPE.。 在 另外 的 由 Boyer,5later 及 其 他 人 提出 的 
机 制 中 , 被 移 位 的 质子 功能 不 那么 直接 ,而 更 为 强调 FE 中 的 
Bik, 建议 质子 梯度 的 Gibbs 能 量 是 被 用 于 诱导 F, 的 构象 变 
化 (Slater, 1974;Boyer, 1977)。 这 种 构象 变化 再 通过 改变 
Fi: 对 反应 的 底 物 和 产物 的 相对 亲 和 人 性 而 引起 ATP 的 合成 。 在 
活性 部 位 的 实际 的 ATE 合 成 作用 将 涉及 较 小 的 能 量变 化 , 而 
最 终 由 ,释放 所 结合 的 ATP 可 能 是 主要 需 能 步骤 。 在 肌肉 
收缩 期 间 , 肌 球 蛋白 水 解 ATP 时 (图 7.6) 对 这 种 机 制 有 一 个 
先例 , 此 处 结合 的 ATPE 涉 及 大 的 Gibbs 能 量变 化 ,并 引起 蛋 
白质 构象 的 大 变化 , 而 水 解 结合 的 ATP 只 引起 很 小 的 Sibbs 
能 量变 化 ( 见 Chappell, 1977) 。 
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图 7.4 AUC OAT BAA LIERAFE 


来 源 于 耐 热 菌 PS3 的 高 度 纯 化 的 FE。 与 大 豆 磷 脂 一 起 悬浮 在 含有 Tricine 缓 冲 
的 胆 酸 溶液 中 。 通 过 16 小 时 透析 除去 胆 酸 盐 , 使 F。 底 入 双 分 子 层 的 囊 泡 得 以 形 
成 (第 1.3 节 )。 首 先 将 囊 泡 于 55 °C#EKCI Sr ih (Rik, VIE KC] BABI. RA 
BKACNHFKENABECK' Tht SPHRR—-BET DR). MAM 
SBF. 由 于 及 + 流出 其 浓度 梯度 下 降 而 产生 扩散 电位 , 响应 这 一 电位 的 通过 , Fo 
的 世 + 吸 收 作 用 被 记录 下 来 (b)。 磷脂 双 分 子 层 本 身 对 质子 是 高 度 不 通 透 的 , 因为 

在 无 Fe 时 没有 瑟 + 吸 收 作用 发 生 (c) (数据 来 自 Okanotu 等 , 1977) 。 

有 三 方面 的 证 据 支持 这 一 模型 .首先 AZ yu, 改变 叶绿体 
CF, 的 构象 .Ryrie 和 Jagendorf(1972) 的 实验 表明 , 3HO 中 
的 SHOCK, 中 所 原子 之 间 的 缓慢 交换 可 以 被 因 光 照 而 产生 
WM AZy. 所 加 速 , 这 反映 了 酶 的 四 级 结构 的 改变 。 在 光照 下 ， 
N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 与 CF, 的 Y- 亚 基 的 结合 也 显示 增加 (〈 见 
McCarty,1979)。 这 种 构象 变化 影响 了 CF, 的 催化 活 性 。 
如 果 不 存 在 路 膜 Aza 叶 绿 体 的 酶 是 潜伏 的 (无 活性 的 )， 因 
而 在 存在 质子 移 位 体 时 不 会 水 解 ATP。 随 着 Au 诱导 的 构 
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象 变化 , 硫 代 试 剂 或 胰 蛋 白 酶 的 修饰 , CPs 的 催化 活性 不 再 为 
低 Aza+ 所 抑制 .根据 结合 于 Fi; 的 抑制 剂 aureovertin 的 荧光 
变化 推断 出 了 线粒体 Fi 的 构象 变化 ( 见 Slater,1974)。 


7.6 通过 人 Arz+ 合 成 AT7P 的 直接 模型 

F, 和 CFi 都 具有 胸 苷 酸 的 紧密 结合 部 位 。 尽 管 在 关于 
核 苷 酸 结合 部 位 是 否 位 于 ATP 合成 主要 途径 上 或 它们 的 作 
用 是 否 调 节 方 面 有 分 歧 (McCarty, 1979), 

第 三 方面 探讨 是 从 同位 素 交 换 研 究 得 来 的 。 该 技术 的 优 
点 在 于 能 够 检测 例如 酶 结合 中 间 物 之 类 的 微量 产物 的 形成 。 
提供 资料 最 多 的 是 囊 :!8O 与 Pi 间 的 交 换 作 用 。 据 fa, 它 A 
述 了 在 催化 部 位 的 ATP 合成 的 动力 学 平衡 无 需 将 结合 ATP 
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图 7.6 ATPARBHTE GAAS FSMAMAREA 
复合 体 ATP 水 解 宙 制 共 同 的 特征 (根据 Chappell, 1977) 


释放 到 溶液 中 去 (图 7.7)。 此 种 交换 被 寡 霉 素 抑 制 并 需要 
ADP, 但 是 在 低 Aza+ 下 仍 能 发 生 , 这 就 表明 主要 的 需 能 步 又 
不 是 ATP HAM, 而 是 ATPE 的 释放 。 关于 交换 反应 的 更 为 细 
致 的 分 析 , 建议 Fi 含有 两 个 交替 起 作用 的 催化 部 位 (Boyer， 
1977), 

:构象 变化 的 本 身 并 不 能 解释 ATP 合成 与 质子 移 位 的 
偶 联 。 就 象 呼吸 链 质 子 移 位 作用 的 构象 模型 一 样 (第 5.4 节 ) 
ATE 合 成 的 构象 模型 必须 使 一 系列 步骤 协调 起 来 。 最 简单 的 
模型 如 图 7.8 所 示 , 模型 中 质子 电化 学 电位 本 身 所 固有 的 能 量 
由 改变 质子 结合 部 位 的 结合 亲 和 性 来 得 到 ， 当 质子 结合 部 位 
面向 高 电化 学 电位 (C 相 ) 时 , 它 具 有 低 亲 和 性 , 当 它 面向 低 质 
子 电 化 学 电位 C(M 相 ) 时 , 具有 高 质子 杀 和 性 。 
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7.5 RRSP 在 线粒体 中 的 运输 


综述 Fonyo,1975 (磷酸 盐 载 体 ) ; Vignais, 1976; 
Klingenberg, 1979a ( 腺 苷 酸 移 位 体 ) 


细菌 和 叶绿体 中 的 ATP 合成 酶 是 在 同一 个 区 域 中 合 成 
RA AAT PAY, 可 是 线粒体 是 在 基质 中 合成 ATIE 再 把 这 些 核 
苷 酸 输出 到 细胞 液 中 ， 有 两 个 载体 参与 这 一 过 程 : 用 来 吸收 
Pi 的 磷酸 盐 载 体 和 用 于 吸收 ADP 及 输出 ATP HRS REB 
位 体 ( 见 图 7.12)。 

磷酸 盐 载 体 催 化 蔬 :PO4 -的 电 中 性 运输 是 通过 与 OH- 的 
交换 , 或 是 通过 与 质子 的 协同 运输 进行 的 ,但 这 二 者 难以 区 
分 ， 该 载体 被 P- 葵 酸 条 和 Mersalyl 之 类 的 未 试剂 所 抑制 ,也 
被 N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 抑制 ， 尽 管 这 些 抑 制剂 中 没有 一 个 是 
完全 专 一 性 的 。 磷酸 载体 活性 极 高 。 由 于 质子 协同 运 输 , 故 
Pi 的 跨 膜 分 布 受 p 互 的 影响 ,因而 简化 了 使 得 用 氧 Kk 冲 注入 
法 测定 线粒体 中 的 互 "/O 比 复杂 化 了 的 因素 , 利用 它 Pi 能 够 跨 
膜 重 新 分 布 ， 并 部 分 地 中 和 任何 由 呼吸 作用 所 产生 的 ApH 
(第 4.3 节 )。 

腺 苷 酸 移 位 体 催 化 1 : 1 的 腺 苷 二 磷酸 和 腺 苷 三 磷酸 通过 
内 膜 的 交换 (图 7.9)。 由 于 对 细胞 液 中 的 核 苷 酸 的 吸收 自动 
地 被 核 苷 酸 的 流出 所 补偿 ， 所 以 基质 中 腺 苷 酸 总 库 CA TP + 
ADP+ AMP) 的 大 小 是 不 变 的 .即使 将 线粒体 悬浮 在 无 核 苷 
酸 的 介质 中 (如 在 制备 过 程 中 ), 一 般 也 不 会 失去 核 苷 酸 . 

移 位 体 对 ATP 和 ADP 是 专 一 的 (而 不 对 AMP 专 一 )。 它 
有 几 种 特异 性 抑制 剂 。 从 地 中 海 巷 术 属 植物 产 酸 苍术 (4trc- 
ctylis gummi fera) 14} Bt th Ay hE A tractylosidej: — fp fR 
HRA Bini ToS HEM HA, FRU Re AE ERR 
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图 7.8 ATP 合成 酶 的 可 能 模型 


F, 有 两 种 构象 ,一 种 为 非 质子 化 的 形式 ,其 特征 为 低 亲 和 力 的 质子 结合 部 位 
朝向 Fo, 并 且 有 一 个 低 亲 和 力 的 催化 部 位 ;而 质子 化 的 形式 是 高 亲和力 的 质子 结 
合 部 位 ( 即 具 有 增加 了 的 pK) Fo, 这 种 构象 还 引起 催化 部 位 亲和力 的 增加 。 
(a) ADP 和 器 与 低 条 和 力 形 式 的 催化 部 位 相 结合 。(b ) RB Fo 的 质子 与 低 
亲和力 质子 结合 部 位 相 结合 ， 作 为 催化 部 位 亲和力 极 大 增加 的 结果 而 引起 构象 
上 的 变化 (c)。 用 于 这 种 变换 的 目 由 能 来 源 于 相应 的 质子 结合 亲和力 的 增加 。(d) 
通过 一 个 仅 涉 及 较 小 的 自由 能 变化 的 步 产 生 了 一 个 紧密 结合 于 催化 部 位 的 
AIP。(e) 尽 管 这 种 构象 状态 的 PK 值 很 高 ,假如 在 右手 一 侧 的 质子 的 活性 足够 
低 的 话 ， 它 们 就 能 够 从 其 结合 部 位 解 离 下 来 。(f ) 当 质 子 解 离 时 ， 构象 即 恢复 
到 其 初始 状态 ,催化 部 位 也 回复 成 低 亲 和 力 的 构象 ,从 而 使 结合 的 ATP 释放 出 
来 。 


(carboxyatractylate) 结合 得 更 为 紧密 (K,=—10°M) BHA 
能 被 腺 苷 酸 所 取代 , 由 Pseudomonas cocvenenans 产生 的 米 酵 
霉 酸 ， 由 于 发 现 它 是 一 个 在 污染 后 的 可 可 食物 产品 米 酵 素 样 
品 中 的 毒素 而 得 名 , 它 是 移 位 体 的 一 种 非 竞 争 性 抑制 剂 。 


ADP: ATP4- | ATP4 
ADP3" ATP4- — Apps 


Al7.9 由 腺 背 酸 移 位 体 所 催化 的 交换 


sl7l1 。 


在 由 天 lingenberg(1979a) 所 提出 的 这 种 移 位 体 的 模型 
中 , 该 载体 以 两 种 形式 存在 , 它们 的 单 核 苷 酸 结合 部 位 的 方向 
性 不 同 〈 图 7.10)。C 形 式 , 其 结合 部 位 可 以 从 细胞 液 中 接近 并 
可 被 羧基 苍术 酸 所 稳定 , 而 M 形 式 可 以 由 米 酵 霉 酸 所 固定 。 

有 两 种 方法 用 于 鉴定 内 膜 上 负责 腺 苷 酸 移 位 的 多 肽 。 当 
C*5S) -羧基 苍术 酸 加 入 到 生 心 线粒体 中 时 ,结合 非常 稳定 ,能 
够 经 受 使 用 非 离子 性 去 拆 剂 TritonX 100 的 膜 溶 解 以 及 随后 
的 纯化 过 程 。 该 抑制 剂 使 得 这 个 多 肽 成 为 可 鉴别 的 ,并 防止 它 
在 纯化 过 程 中 失 活 。 事 实 上 所 有 的 同位 素 都 结合 于 一 个 分 子 
量 为 40kD 的 蛋 卢 质 、 第 二 种 方法 是 使 用 腺 苷 酸 的 光 亲 和 性 类 
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似 物 , 它 是 一 个 运输 的 竞争 性 抑制 剂 , 在 暗 处 可 结合 于 载体 的 
催化 部 位 .在 紫外 光 下 它们 失去 N， 而 形成 高 活性 的 硝 基 自 由 
基 , 能 够 与 最 近 的 多 肽 即 移 位 体 共 价 结合 。 

被 结合 的 蛋白 质 的 表 观 分 子 量 为 30kD。 从 结合 的 标记 
物 的 量 上 来 看 , 完整 的 移 位 体 似 乎 是 以 分 子 量 为 60kD 的 双 体 
起 作用 的 。 在 心脏 中 移 位 体 是 线粒体 内 膜 中 含量 最 丰富 的 蛋 
白质 。 虽然 当 不 存在 膜 电 位 时 移 位 体 对 称 地 运输 ADP 和 
ATP ,但 在 正常 呼吸 条 件 下 是 优先 吸收 ADE 并 释放 ATP， 
与 交换 的 生理 方向 相 适 应 。 这 种 不 对 称 现 象 的 原因 是 这 枫 种 
核 苷 酸 所 带 的 相对 电荷 .ATP 是 以 ATP:“- 的 形式 被 运输 , 而 
ADP#W ADP* -的 形式 被 运输 的 。 所 造成 的 电荷 不 平衡 意 
味 着 每 有 60mV 膜 电位 , 交换 的 平衡 就 被 影响 10 倍 (图 7.11)。 

现在 可 以 用 ATE 合成 酶 . 腺 苷 酸 移 位 体 以 及 磷酸 盐 载 体 
重新 装配 整个 线粒体 ATP 的 合成 及 输出 体系 (图 7.12)。 磷 酸 
盐 载 体 和 腺 昔 酸 移 位 体 的 综合 效应 是 ,每 合成 一 个 ATP 即 引 
起 1 个 额外 质子 的 流入 。 注 意 , 尽管 这 个 额外 的 质子 看 来 是 
与 Fi 一 起 进入 的 , 但 这 是 一 个 电 中 性 过 程 , 该 质子 的 电荷 被 用 
于 驱动 ADPs:- 与 ATP:4- 的 交换 . 

这 个 体系 的 热力 学 推论 是 值得 考虑 的 。 首 先 细胞 液 ATP/ 
ADE+Pi 库 的 三 分 之 一 的 Gibbs 能 量 不 是 来 自 于 ATP 合 成 
BAH, 而 是 来 源 于 随后 的 运输 作用 。 其 次 , 由 于 有 三 个 质子 
被 用 于 合成 一 个 细胞 液 ATP, 但 是 仅 有 两 个 质子 被 用 于 合成 
一 个 基质 ATP, 那么 在 状态 4 时 , 细胞 质 中 AGp( 第 3.2 节 ) 可 
以 高 于 基质 中 的 AGp 或 者 由 内 翻 外 的 亚 线粒体 颗粒 中 产 生 
的 AGp 的 50 匈 。 这 是 可 以 看 到 的 , 分 离 出 的 线粒体 的 AGp 能 
被 保持 高 达 64kJ mol-:(Slater 等 , 1973), 而 亚 线粒体 的 AG 
则 低 于 50kJ.mol-:。 对 于 提出 的 质子 通过 呼吸 链 排出 的 机 制 
还 推论 对 于 每 个 ATP 需 要 3 个 质子 (第 4.3 节 )， 
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图 7.11 膜 电 位 影响 腺 若 酸 移 位 体 的 平衡 


假如 用 ADP 交 换 ATP 时 有 1! 个 静电 荷 不 平衡 , 那 就 意味 着 (第 3.5 节 ) 在 平 街 

条 件 下 , 对 于 每 60mV 膜 电位 来 说 基质 中 ATEADE 的 比率 将 要 比 介质 中 低 10 
倍 , 这 是 由 开 lingenberg 与 Rottenberg (1977) WEHW. RH KES HES 
素 的 介质 中 保温 以 便 可 以 从 8*Rb 跨 膜 分 布 来 测定 人 A% (第 4.2 节 )。 和 保温 液 还 含有 
[!4C] ATP m ('*C) ADP, S¥BR (R72 节 ) 以 抑制 ATP 合 成 , 并 含有 琥 
珀 酸 作为 呼吸 底 物 . 通过 使 介质 中 的 孜 * 浓度 在 20m mol/L 到 50m mol/L fale fy, 
Ay 将 在 60—170mV 间 变 动 。 给 足够 的 时 间 使 腺 苷 酸 在 内 膜 两 侧 的 分 布 达 到 平 
衡 后 , 通过 硅 酮 油 离心 (图 4.5) 把 线粒体 从 培养 介质 中 分 离 出 来 , 并 测定 线粒体 中 
及 介质 中 的 ATP 和 ADE 含 量 . 介质 中 与 基质 中 ATP/ADP 比 率 的 不 同 随 人 AY 而 
增加 , 直至 Ay 为 160mV 时 , 介质 中 ATP/ADP 的 比率 要 比 基 质 中 高 125 倍 (数据 一 
XB Klingenberg 与 Rottenberg, 1977), 
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7,12 ADP 和 Ti 进入 基质 的 移 位 作用 以 及 ATE 的 输出 
涉及 ! 个 额外 质子 的 移 位 - 


(为 了 简化 , PiXO 瑞 -的 反 向 运输 表示 为 与 可 +VEi 的 同 向 运输 相等 。) 


ATPS RB ADP? 
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%, (m), EZRA, (c), 在 细胞 液 中 。 
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8 生物 能 细胞 器 与 其 环境 
间 的 相互 作用 


8.1 引 言 


生物 能 细胞 器 只 有 在 与 细胞 液 (就 线粒体 和 叶绿体 来 说 ) 
或 是 与 外 环境 (就 细菌 来 说 ) 存 在 持续 的 代谢 物质 及 终 产 物 的 
交换 时 才 具 有 功能 。 此 外 , 这 些 细 胞 器 在 保持 用 于 ATP 合成 
MALE, 还 必须 调节 它们 的 离子 成 分 。 为 了 同时 行使 这 
些 功能 , 它 们 逐渐 形成 了 一 套 精巧 细致 的 离子 及 代谢 物 载体 
系统 ,对 此 本 章 予 以 讨论 。 


8.2 代谢 物 运输 的 研 完 方法 


综述 了 Palmieri 与 Klingenberg, 1979，LaNoue 与 
9choolwerth, 1979 


本 节 主 要 涉及 研究 线粒体 中 代谢 运输 的 方法 ， 尽 管 这 些 
方法 也 同样 可 以 应 用 于 其 他 体系 。 高 速率 的 运输 与 小 的 内 部 
体积 的 结合 提出 了 一 个 实验 上 的 重要 问题 。 虽然 大 多 数 通 过 
细胞 质 膜 的 运输 过 程 的 与/。 值 为 数 小 时 ,可 是 通过 线粒体 内 
膜 的 运输 一 一 无 论 是 净 流 动 或 是 交换 , 却 是 在 几 秒 钟 内 完成 
的 瞬间 过 程 。 

测定 代谢 物 运输 的 快速 定性 分 析 技 术 依 据 大 量 溶质 进入 
所 引起 基质 的 渗透 膨胀 (第 2.7 节 )。 假 如 把 非 呼吸 线粒体 县 
浮 于 待 测 阴 离子 的 等 沙 盐 溶液 中 , 并 有 阳离子 和 阴离子 (的 通 
透 ) 途 径 ,而 且 保 持 了 电荷 平衡 与 pH 平衡 的 话 , 那么 线粒体 就 
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会 膨胀 ,， 光 散射 降低 (第 2.7 节 )。 代 谢 物 的 进入 经 常 最 终 与 
质子 协 同 运输 相 联系 , 在 这 种 情况 下 , 使 用 铵 盐 可 以 防止 基 
质 的 酸化 ,N 孔 :是 可 以 透 过 膜 的 (第 2.4 节 ) 并 在 基质 中 质子 
(IG wm NH,*. 

Chappell(1968) RES “S2I@HK” (ammonium swel- 


RR 


四 _ ee 


NH4Pi NH4. 苹 果 酸 NH4 柠檬 酸 


H+. 


mR rem 


: 8.1 ARI SRE AT OR 


ling) 技术 以 检测 电 中 性 运输 体系 .由 于 线粒体 在 磷酸 铵 溶液 
中 迅速 地 赔 胀 , 磷酸 盐 运输 (第 7 .6 节 ) 被 证 明 等 同 于 图 8.1 中 
的 H" /HPO- 协同 运输 .相反 ,在 苹果 酸 匀 中 只 有 当 匡 i 浓 度 
ARG BS AP BAB NK, 这 表明 了 磷酸 盐 载 体 与 革 果 酸 盐 /磷酸 盐 交 
换 闻 的 关系 .在 行 檬 酸 匀 中 的 膨胀 则 需要 Pi 和 苹 乐 酸 二 者 都 
存在 , 说 明 这 种 情况 是 一 个 三 级 串联 过 程 。 

这 种 膨胀 技术 难于 定量 并 需要 高 等 渗 浓 度 的 阴离子 。 追 
踪 通 过 交换 或 净 运 输 进 入 线粒体 基质 的 放射 性 标记 的 代谢 物 
是 一 种 更 为 直接 的 方法 ， 它 避免 了 这 些 问题 。 假如 要 解决 动 
力学 问题 ,基质 代谢 物 库 与 培养 液 间 迅速 的 平衡 需要 应 用 快 
速 技 术 。 硅 酮 油 离心 (图 4.5 ) 是 最 常用 的 方法 , 而 且 通 过 加 入 
特异 性 运输 抑制 物 在 离心 之 前 终止 运输 作用 会 使 时 间 分 辩 率 
(time-resolution) 得 以 改善 。 利 用 这 种 抑制 剂 终止 法 (in- 
hibitor-stop method), 时间 分 辩 率 会 提高 到 1 秒 以 下 。 已 
经 研制 了 目 动 化 的 装置 ， 它 可 以 从 单一 培养 物 中 取出 序列 样 
品 , 故 能 测定 动力 学 。 

大 多 数 线粒体 中 的 运输 体系 催化 交换 反应 ,所 以 必须 在 
线粒体 中 充 以 相宜 的 交换 对 象 , 以 便 获 得 可 靠 的 结果 。 


8.3 线粒体 的 代谢 物 载 体 


综述 Meijet 与 van Dam,1974;LaNoue 与 School- 
WwWerth, 1979 


表 8.1 列 举 了 目前 在 线粒体 内 膜 中 鉴定 的 主要 代谢 物 载 
体 ， 这 个 目录 可 能 不 够 详尽 。 腺 苷 酸 移 位 体 与 磷酸 盐 载体 在 
ATE 合 成 部 分 (第 7.6 节 ) 已 经 谈 过 了 .。 由 于 氧化 磷酸 化 是 线 粒 
体 最 基本 的 功能 , 故 这 两 种 载体 是 普遍 存在 的 。 同样, 由 于 两 
酮 酸 和 脂肪 酸 是 线 粒 在 体内 的 主要 底 物 ,所 以 丙酮 酸 载体 和 
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对 丙酮 酸 载 体 的 确切 鉴定 是 较 近 的 事 。 因 为 丙酮 酸 是 单 
羧基 酸 , 根据 乙酸 的 先例 (第 2.4f) 人 们 争辩 说 丙酮 酸 也 无 
需 载 体 即 可 通过 双 分 子 层 区 。 然 而 饱和 动力 学 和 特有 异性 抑制 
剂 氰 产 基 肉桂 酸 盐 的 论证 都 进一步 确定 有 载体 包括 在 运输 
中 。 如 同 其 他 载体 的 情况 一 样 ,必须 注意 到 丙酮 酸 “/OH 的 
反 向 运输 与 丙酮 酸 / 瑟 ` 的 协同 运输 是 无 法 区 分 的 。 

肉 毒 碱 载体 也 是 近来 被 鉴定 的 。 起 初 认为 酰基 肉 毒 碱 进 
入 基质 是 基 团 移 位 作用 (第 1.4 节 ) 的 一 个 实例 , 即 只 是 酰基 基 
团 而 不 是 肉 毒 碱 真正 通过 耳膜。 肉 毒 碱 载体 将 肉 毒 在 与 短 链 
的 或 长 链 的 酰基 肉 毒 碱 相 交换 。 

还 有 两 种 载体 也 出 现在 许多 不 同 的 线粒体 中 , 它们 是 2= 
氧 ( 代 ) 戊 二 酸 ( 即 <- 酮 成 二 酸 ) 载 体 和 谷 氮 酸 盐 -天 冬 氨 酸 盐 
载体 ( 表 8.1)。 瑟 们 都 被 包括 在 鞋 果 酸 -天 冬 氨 酸 盐 运输 过 程 
中 (图 8.2) 该 设计 允许 细胞 液 中 的 NAD 也 被 呼吸 链 氧 化 , 而 
没有 顾及 内 膜 是 对 核 昔 酸 不 通 透 的 这 个 事实 。 由 这 一 过 程 所 
造成 的 另 一 个 问题 是 , 细胞 液 中 NAD*VNADH 电 侦 的 瑟 比 
基质 中 同样 电 偶 的 2h 高 得 多 ( 即 还 原 性 低 )。 这 种 热力 学 的 
僵局 被 谷 氮 酸 盐 - 天 冬 氨 酸 盐 载 体 的 电学 不 平衡 所 克服 了 , 它 
用 谷 所 酸 盐 2? 和 一 个 质子 交换 天 冬 氨 酸 盐 乞 , 从 而 能 够 当 存 
在 跨 膜 AZa+* 时 沿 着 吸收 谷 氮 酸 盐 放出 天 冬 氢 酸 盐 的 方向 驱 
动 反应 。 

ca- 甘油 磷酸 盐 循 环 过 程 为 细胞 液 中 NAD 互 的 氧化 作用 提 
供 了 另 一 个 途径 (图 8.3) 。 它 利用 两 个 在 大 多 数 细 胞 中 都 存在 
的 a- 甘 油 磷 酸 脱 氢 酶 一 一 一 个 在 细胞 液 中 的 酶 与 NAD* 相 偶 
联 , 另 一 个 酶 在 线粒体 内 膜 的 外 侧 将 电子 直接 供给 WUQ。， 在 这 
种 情况 下 , 由 于 将 电子 在 接近 0 mV WA PHA TS Ie 
而 导致 了 方向 性 (图 5.11)。 
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图 832 “细胞 液 中 NADH 氧化 作用 的 谷 氨 酸 盐 -天 冬 氨 酸 盐 循 环 
(IT) 细 胞 滚 中 的 NADH 为 细胞 液 的 苹果 酸 脱 拨 酶 氧化 ，(ID 苹果 酸 盐 与 2- 柄 
成 二 酸 盐 交换 而 进入 基质 ，(III) 苹果 酸 被 基质 中 的 苹果 酸 脱 氨 酶 再 氧化 成 草 栈 
ZB, 产生 基质 NADH，(IV) 基 质 草 酰 乙 酸 盐 与 谷 氨 酸 盐 发 生 氨基 转移 te 用 形 
成 天 冬 氨 酸 盐 和 2- 酮 戊 二 酸 盐 , 它们 被 交换 离开 基质 ，(V)2- 陋 成 二 酸 盐 在 细胞 
液 中 与 运输 出 的 天 冬 氨 酸 盐 转移 氨基 而 再 生成 细胞 液 的 草 酰 乙酸 和 将 要 重新 进 
入 基质 的 谷 氨 酸 盐 ，(VI) 通 过 质子 同 向 运输 以 交换 天 冬 氨 酸 盐 。 
二 凑 酸 盐 和 三 效 酸 盐 载 体 在 肝 线 粒 中 的 活性 很 高 , 但 是 
在 心脏 线粒体 中 却 几 乎 不 存在 。 这 两 种 载体 都 允许 三 凑 酸 循 
环 的 中 间 物 从 基质 中 被 净 运 走 (naet export) All AT oe oF 
生 作 用 和 脂肪 酸 合成 , 这 两 种 载体 都 是 电 中 性 的 , = RR th Be 
体征 午 柠 檬 酸 盐 与 一 个 质子 的 共同 运输 来 实现 这 反 的 。 


NADH NE =H Bea BSR 
NAD* a -甘油 磷酸 
图 83.3 氧化 细胞 液 NAD 互 的 c- 甘 油 磷 酸 盐 循环 
(1) 细胞 液 中 与 NSAD+ BROS. UDR AS 
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88.1 线粒体 的 代谢 物 载体 
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8.4 线粒体 中 的 钙 运 输 


综述 Bygrave,1977; Carafoli 与 Crompton， 
1977; Nicholls 与 Crompton, 1980; Saris 与 
Akerman, 1980 
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化 学 活 透 理论 为 线粒体 积累 Ca2 ”的 非凡 能 力 提供 了 一 
个 简单 的 观察 , 因为 二 价 阳离子 路 膜 带电 单一 运输 维持 了 的 
为 180mV 的 膜 电 位 , 故 可 以 预言 它 将 导致 不 少 于 10 的 平衡 浓 
度 梯度 (图 3.5)。 然 而 这 种 非常 巨大 的 积累 又 提出 了 细胞 方面 
的 问题 , 由 和 基质 中 存在 的 pi 大 概 会 阻止 基质 中 游离 Ca2 浓 
度 增加 很 多 ;超过 limmol/L 以 上 ,这 就 意味 着 平衡 态 的 细胞 液 
中 的 游离 Ca2 浓度 必须 低 至 10 "molIL。 相 反 的 是 大 多 数 对 
细胞 液 中 游离 Ca2 浓度 的 估计 值 是 在 10 -到 107 mol/L 这 
样 一 个 范围 内 , 这 不 仅 是 由 于 单一 运输 载体 太 强 有 力 了 , 而 且 
由 于 它 仅 能 使 Ca2 ”在 细胞 液 与 基质 间 的 分 布 为 膜 电位 的 改 
变 所 调节 ( 式 3.29), 这 将 会 干扰 ATP 合成 与 代谢 物 的 分 布 。 

随 着 在 肝脏 线粒体 (Puskin 等 , 1976) 与 心脏 线粒体 (Cro 
mpton 与 Carafoli 1976) 中 发 现 了 独立 工作 的 外 流 途 径 (ef- 
flux parthwa7y) 后 , 这 一 难题 得 到 了 解决 。 就 心脏 . 脑 或 福 色 
脂肪 中 的 线粒体 来 说, 这 一 外 流 途 径 以 Ca 交换 Na ,而 就 
肝 线 粒 体 来 说 , Caz* 则 最 终 被 用 来 交换 质子 (图 8.4) .由 于 通 
过 外 流 途 径 得 到 的 平衡 分 布 与 通过 单一 运输 (图 3.4) 得 到 的 
大 不 相同 , 有 一 个 缓慢 而 持续 的 Ca2 循环 靠 轻 弱 地 消耗 AZa， 
而 跨 膜 存 在 (图 8.4)。 这 种 双 途 径 体系 有 着 多 种 优点 。 不 仅 
分 布 的 稳 态 远 远 小 于 10*, 而 且 能 够 通过 改变 两 个 途径 中 任何 
一 个 的 动力 学 参数 而 不 改变 A 少 和 ATPE 合成 来 调节 分 布 , 最 
ja, 如 同 任 何 循 环 体系 一 样 , 调节 作用 会 十 分 敏感 : 任何 一 个 
途径 的 细微 变化 都 能 导致 净 流 动 的 高 百分比 变化 。 

研究 线粒体 中 Ca2 运输 的 方法 极 多 。 除 了 用 原子 吸收 作 
用 (atomic absorption) 直 接 测定 Ca2+ 以 外 ,借助 45Ca2+ 可 
以 进行 同位 素 测 定 , 可 以 使 用 Ca2?*- 选 择 性 电极 或 者 利用 ar= 
senazo 和 一 类 的 金属 发 色 指 示 剂 (metallochromicindica- 
tor), 它们 在 与 Ca2? 结合 时 光谱 发 生变 化 (Scarpa, 1979), 


9 


图 8.4 在 肝脏 线粒体 ( 左 ) 与 心脏 线粒体 ( 右 ) 中 的 稳 态 Ca :他 循 环 
(IT) 呼吸 链 ，(I) 肝 线 粒 体 中 的 Ca2+/ 了 2+ 交 换 ，(IIT) 心脏 线粒体 中 的 
Not] 和 交换 ;(IV) 心 脏 线粒体 中 的 Ca2+/Na+ 交 换 ，(V)Ca?+ 单 一 运输 .没有 
详细 说 明 它 们 的 化 学 计量 关系 。 

独立 的 外 流 途 径 的 存在 可 以 在 一 旦 获得 稳 态 条 件 后 很 简 
单 地 通过 吸收 途径 的 选择 性 抑制 来 证 实 。 糖 蛋白 染 色 剂 箱 
红 (ruthenium red) 是 这 类 抑制 剂 的 一 种 ， 它 在 很 低 的 浓度 
即 可 抑制 单一 运输 体 . 虽 然 对 于 通过 反 转 单一 运输 体 而 引起 
的 流出 量 来 说 A 少 太 高 了 , 但 因为 外 流 途 径 未 受 影响 ,所 以 可 
以 看 到 Ca2+ 从 基质 中 的 净 流 出 (图 8.5), 单一 运输 体 也 靖 被 
其 他 多 从 阳 离子 如 Mg2+ 和 钢化 物 ( 它 在 高 浓度 时 也 影响 外 流 
途径 ) 所 抑制 。 

Ca2+.H+ 和 (就 心脏 来 说 )Na+ 的 跨 膜 稳 态 循环 并 不 涉及 
离子 跨 膜 的 净 运 动 (图 8.4)。 然 而, 当 存在 净 Ca2 + 积累 时 , I 
离子 的 进入 必须 得 到 补偿 。 在 完全 不 存在 电 中 性 可 渗透 弱酸 
的 情况 下 , Ca2+ 的 吸收 在 电荷 上 是 通过 呼吸 链 排出 质子 而 得 
到 平衡 的 , 其 化 学 计量 关系 为 2H+/Ca2+. 这 导致 跨 膜 Ap 也 的 
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Wee in, 结果 Ay 下 降 (Azay 基本 不 变 , 图 4.8)。 在 这 种 条 
件 下 ( 即 存在 NEM 以 抑制 内 源 性 Pi 的 运动 , 第 7.6 节 ) Ca2+ 的 
积累 非常 有 限 并 能 迅速 地 建立 一 2 单位 的 ApHL 

假如 存在 电 中 人 性 可 渗透 弱酸 的 话 ， 弱 酸 能 够 响应 这 一 
ApH 而 进入 基质 中 ; 从 而 耗 散 pH 梯度 并 苑 许 A% 增 加 , 这 又 
引起 进一步 的 Ca2 + 吸收 。 酯 酸 就 是 这 样 的 一 种 阴离子 , 而 Pi 
不 仅 耗 散 ApH; 还 能 在 基质 中 形成 Cas(PO4)， 复 合体 ,使 得 
十 分 大 量 的 Ca2+ 被 贮存 起 来 。 由 于 尚 不 清楚 的 原因 , 线 粒 体 
有 时 对 存在 Pi 的 Ca2+ 积累 反应 不 良 , 表 现 为 膨胀 , 膜 电位 崩 
溃 以 及 Ca2+ 释放 。 这 种 “损伤 "会 由 于 PEP, 苍术 酸 (atrace 
tylate)， 或 由 于 基质 中 NAD(P)H 的 氧化 作用 (例如 被 
AcAc) 所 强化 , 将 线粒体 置 于 含有 低 浓 度 的 ATP 或 ADP 的 
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8.5 依赖 于 Nay 的 心脏 线粒体 中 的 Ca2+ 外 流 

ay Mt A EK C14, rH 7E70n mol Ca2+mg 和 蛋白 一 下 保温 。 在 标记 处 加 入 
琥珀 酸 作 为 底 物 , Cas4 单 一 运输 体 导 致 一 个 Ca84+ 的 净 积 累 (I)， 由 于 缺少 Na+， 
外 流 途 径 无 活性 。 随 后 加 入 单一 运输 的 抑制 剂 条 红 , Ca?* 的 净 运 和 输 实 际 上 停 止 
(ID)。 当 单一 运输 仍然 被 抑制 时 , 加 入 13m mol NaCl 激 活 了 外 流 途 径 , RETR 
积累 的 Ca2+ 的 完全 外 流 (III)( 数 据 来 源 于 Crompton 等 , 1976) 。 
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面 讨 论 过 的 独立 外 流 途 径 区 别 开 , 后 者 的 存在 并 不 引起 Ay 
Aj UH. 


8.5 细菌 中 的 运输 


; ik Hamilton, 1975,1977; Harold, 1977, 
Wilson, 1978 | 


细菌 被 迫 在 线 粒 体 或 叶绿体 从 未 经 历 过 的 极为 多 变 且 通 
常 是 较 敌 对 的 环境 中 求生 存 。 其 结果 它们 发 展 了 多 种 吸收 氧 
基 酸 和 糖 等 代谢 物 的 机 制 .由 于 化 学 渗透 假说 的 起 因 是 Mitc- 
hell 想 解释 细菌 中 "主动 运输 "的 愿望 ,所 以 细菌 运输 机 制 之 一 
的 磷酸 转移 酶 系统 (phosphotransferase system) 代表 了 
最 彻底 证 实 了 的 定向 基 团 移 位 作用 的 例子 就 十 分 有 意义 了 。 
第 二 类 运输 机 制 是 “化 学 渗透 "的 且 与 质子 循环 相 联系 ， 第 三 
类 机 制 由 一 套 代 谢 物 泵 组 成 , 直接 与 ATP 水 解 相 联系 。 

所 提出 的 化 学 活 透 机 制 如 图 8.6 所 示 。 其 最 简单 的 叙 设 
是 如 趟 氨 酸 等 阳离子 化 的 代谢 物 带 着 它们 的 正 电 荷 一 起 被 单 
一 运输 机 制 所 输送 , 在 这 种 情况 下 它们 的 平衡 分 布 会 成 AR 
电位 的 函数 。 象 异 亮 氨 酸 等 不 带电 荷 的 代谢 物 则 通过 质子 协 
同 运输 而 透 过 膜 , 因此 它 的 积累 就 成 了 总 Apza+ 的 函数 , 而 带 
负电 荷 的 代谢 物 也 是 通过 质子 协同 运输 而 透 过 膜 的 , S45 pH 
习 度 相 平 衡 。 并 不 存在 一 个 为 什么 必须 把 其 他 的 质子 化 学 计 
算法 排除 在 外 的 理由 ( 见 Rottenberg, 1976), 

在 文献 中 记载 的 最 好 的 化 学 渗透 机 制 是 典型 的 大 有 虑 杆菌 
乳糖 透 性 酶 (lactose permease ,图 1.13), 它 运 输 乳 糖 和 其 
At hp B--E SL BEE (West Mitchell, 1972, 1973)。 这 种 不 带 
电 的 乳糖 及 其 非 代 谢 性 类 似 物 硫 代 甲 基 灶 乳糖 背 的 运输 都 是 
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与 一 个 质子 的 协同 运输 相 偶 联 的 。 ce 

依赖 于 ATP 的 代谢 物 运 输 已 在 多 种 革 兰 氏 阴 性 细 " 中 
得 到 了 证 明 。 在 周 质 空间 的 运输 是 与 分 子 量 为 20 一 40 的 特异 
的 结合 蛋白 的 存在 相关 的 。 这 类 蛋白 质 对 代谢 物 有 专 一 性 ; 
与 之 星 高 亲 和 狂 的 结合 。 有 二 十 种 以 上 的 蛋白 质 被 人 们 描述 
i. BRB (osmotic shock) 会 导致 这 类 蛋白 的 流失 以 及 
依赖 于 ATP 的 运输 的 减弱 。 这 类 和 蛋白质 并 不 能 代表 -载体 本 
身 , 但 是 它 赋予 运输 过 程 以 亲 和 人 性 和 特异 性 。 尚 不 清楚 是 否 
有 共同 的 运输 体 存在 , 还 是 每 种 代谢 物 有 它们 各 自 的 运输 体 。 

对 渗 压 震 扰 的 敏感 性 可 作为 区 分 化 学 渗透 机 制 与 依赖 于 
ATP 栅 制 的 一 个 标准 。 此 外 ,化 学 渗透 机 制 对 质子 移 位 体 敏 
感 ， 其 在 缺乏 ATP 合成 酶 的 突变 种 中 需要 氧化 态 的 底 物 ， 同 
时 它 对 砷 酸 盐 ( 它 耗 尽 ATP) 有 抗 性 。 相 反 ,“ 可 震 扰 " 的 运输 
对 质子 移 位 体 具 有 抗 竹 , 在 ATP 合 成 酶 缺乏 的 突变 种 中 它 是 
依赖 于 糖 醇 解 而 不 依赖 于 呼吸 的 ， 这 种 运输 可 以 被 砷 酸 直 抑 
制 。 依 束 于 ATP 的 运输 也 存在 于 革 兰 氏 阳性 细菌 中 , 但 在 这 
种 情况 里 没有 周 质 结合 的 蛋白 质 。 

第 三 种 运输 机 制 即 磷酸 转移 酶 系统 , 在 如 大 肠 杆 菌 和 人 金 
黄色 葡萄 球菌 (Staphylococcus aureus) 之 类 的 细菌 中 催 
化 色 活 葡萄 糖 等 一 些 糖 类 的 运输 ， 该 系统 的 独特 性 质 是 将 所 
运输 前 糖 在 代谢 前 先 磅 酸化 , 与 运输 过 程 结 合 而 产生 基 AB 
位 作用 (图 8 ,7)。 这 种 机 制 只 限于 厌 氧 的 及 兼 性 细菌 中 ,而 不 
存在 于 好 氧 的 细菌 中 。 在 金黄 色 葡 萄 球菌 中 所 有 的 糖 类 都 被 
这 种 系统 和 输送 ,但 是 在 大 肠 杆 菌 中 则 只 有 葡萄 糖 等 几 种 是 通 
过 这 种 系统 摄 入 的 。 磷 酸 烯 醇 丙 酮 酸 起 一 个 磷 酰 基 供 体 的 作 
用 , CESS I 磷酸 化 , 磷酸 化 的 酶 I 又 将 一 小 的 热 稳定 性 蛋白 
HP: 磷酸 化 。 这 两 种 蛋白 质 都 是 可 溶性 的 , 基本 的 而 且 不 显 
示 糖 特异 宪 。 在 金黄 色 菏 萄 球菌 中 ; 磷酸 基 团 被 转 移 到 一 个 
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可 溶性 、 具 有 糖 特异 性 的 因子 下 上 。 因 子 焉 由 三 个 分 子 量 为 
12kD 的 亚 基 组 成 , 每 个 亚 基 均 可 结合 一 个 磷酸 。 最 后 磷酸 化 
的 因子 下 、 糖 及 一 个 结合 于 膜 上 具有 糖 特异 性 的 酶 工 形成 一 
上 三 元 复合 体 . 随 后 在 糖 被 运输 的 时 候 , 磷酸 就 由 因子 下 转移 
PLT. 
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图 8.6 细菌 代谢 物 积 累 的 化 学 渗透 图 解 
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图 8,7 粮 运 输 的 磷酸 转移 酶 系统 
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